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Resumo 
 
Esta tese, que tem por tema geral “Estudos de Inibição Enzimática”, reúne uma série 
de estudos de inibição de enzimas fulcrais para o controlo de doenças com grande 
impacto social e económico como o cancro e a sida. Para a realização dos estudos 
aplicaram-se métodos teóricos e computacionais. São apresentados: 
1. “Introdução” - define-se a motivação e o contexto do presente trabalho de 
doutoramento; 
2. “Fundamentos Teóricos dos Métodos Usados” – são descritos os princípios básicos 
associados às técnicas utilizadas nos diferentes estudos; 
3. “Estudos com Aminoácidos” – são avaliadas as capacidades e limitações dos 
métodos DFT (Teoria do Funcional da Densidade), na caracterização de estados de 
protonação de aminoácidos e de transferência protónica entre aminoácidos;  
4. “Estudos com a PR do HIV-1 (Protease do vírus da imunodeficiência humana do 
tipo-1)” – é proposta uma nova teoria para o reconhecimento do substrato por esta 
enzima; 
5. “Estudos com a RNR (Redutase Ribonucleótida) – é sistematizada a ação de 
inibidores que impedem a atividade da enzima RNR, são dadas informações chave 
para a criação de novos inibidores da RNR análogos do substrato e desvenda-se o 
mecanismo de inibição da RNR pelo análogo do substrato 2'-desoxi-2'-metilideno-
nucleósido-5’-difosfato (CH2dNDP); 
6. “Estudos com a FTase (Farnesiltransferase) – é apresentada uma descrição ao 
nível atómico de toda a interface da enzima heterodimérica FTase, sendo 
apresentados os resíduos chave para a formação do complexo e sua estabilização; 
7. “Estudos com a VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular) – são 
comparados dois métodos que permitem detetar resíduos cruciais na associação 
VEGF:recetor, um método baseado na abordagem MM-PBSA (Molecular Mechanics - 
Poisson Boltzman Surface Area) com o método de Integração Termodinâmica; 
No final desta dissertação é, ainda, apresentado um capítulo de Conclusões e 
Perspetivas Futuras. 
 
Palavras-Chave: Teoria do Funcional da Densidade; Protease do HIV-1; Reductase 
Ribonucleótida, Farnesiltransferase; MM-PBSA, Integração Termodinâmica; Inibição 
Enzimática. 
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Abstract 
 
This thesis, entitled "Enzymatic inhibition studies" includes different inhibition studies of 
enzymes that are important in the control of diseases with huge social and economic 
impact such as cancer and AIDS. For conducting those studies we have applied 
theoretical and computational methods. The following are presented: 
1. "Introduction" – the motivation and context of this PhD work is defined. 
2. "Theoretical Principles of the Used Methods" - the basic principles associated with 
the techniques used in different studies are described; 
3. "Studies with Amino Acids" - the capabilities and limitations of the DFT (Density 
Functional Theory) methods are evaluated, in the characterization of the protonation 
states of amino acids and of proton transfers between different amino acids; 
4. "Studies with HIV-1 PR (Protease of the human immunodeficiency virus type-1)" - a 
new theory is proposed for the substrate recognition by this enzyme; 
5. "Studies with RNR (Ribonucleotide Reductase)” - a general portrait of the RNR 
inhibitory mechanisms by substrate analogues is summarized, and key information is 
given for creating new substrate analogues inhibitors; furthermore, the RNR inhibition 
mechanism by the substrate analogue 2′-deoxy-2’-methylene-nucleoside-5’-
diphosphate (CH2dNDP) is revealed; 
6. "Studies with FTase (Farnesyltransferase)” - a detailed characterization of the full 
α/β interface in the FTase enzyme is presented; 
7. "Studies with VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) - two methods that can 
detect crucial residues crucial in the association VEGF:receptor: a method based on 
the MM-PBSA approach (Molecular Mechanics - Poisson Boltzmann Surface Area) 
against the Thermodynamic Integration method, are compared. 
At the end of this dissertation a final Conclusions chapter is presented. 
 
Keywords: Density Functional Theory, HIV-1 Protease; Ribonucleotide Reductase; 
Farnesyltransferase; MM-PBSA; Thermodynamic Integration, Enzymatic Inhibition. 
FCUP      VIII 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
 
FCUP      1 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
Índice  
 
AGRADECIMENTOS ................................................................................................................... III 
RESUMO ....................................................................................................................................... V 
ABSTRACT ................................................................................................................................. VII 
ÍNDICE .......................................................................................................................................... 1 
ÍNDICE DE FIGURAS ................................................................................................................... 9 
ÍNDICE DE TABELAS ................................................................................................................ 11 
LISTA DE ABREVIATURAS ...................................................................................................... 13 
CAPÍTULO 1 ............................................................................................................................... 17 
INTRODUÇÃO ............................................................................................................................ 17 
1.1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 19 
1.2. MOTIVAÇÃO E CONTEXTO ............................................................................................... 19 
1.3. OBJETIVOS ......................................................................................................................... 21 
1.3.1. Estudos com Aminoácidos ................................................................................................ 21 
1.3.2. Estudos com a PR do HIV-1 ............................................................................................. 21 
1.3.3. Estudos com a RNR .......................................................................................................... 22 
1.3.4. Estudos com a FTase ....................................................................................................... 22 
1.3.5. Estudos com a VEGF ........................................................................................................ 23 
CAPÍTULO 2 ............................................................................................................................... 25 
FUNDAMENTOS TEÓRICOS DOS MÉTODOS USADOS ........................................................ 25 
2.1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 27 
2.2. MÉTODOS QUÂNTICOS AB INITIO ................................................................................... 28 
2.2.1. A equação de Schrödinger. ............................................................................................... 29 
2.2.2. A aproximação de Born-Oppenheimer .............................................................................. 30 
2.2.3. O determinante de Slater .................................................................................................. 31 
FCUP      2 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
2.2.4. Método variacional ............................................................................................................ 32 
2.2.5. Teoria Hartree-Fock .......................................................................................................... 33 
2.2.6. Correlação eletrónica ........................................................................................................ 37 
2.2.7. Métodos pós-Hartree-Fock ................................................................................................ 38 
2.2.7.1. Interação de Configurações ....................................................................................... 39 
2.2.7.2. Teoria Perturbativa de Moller−Plesset (MP) .............................................................. 40 
2.2.7.4. Coupled Cluster ......................................................................................................... 42 
2.2.7.5. Performance dos métodos pós-HF ............................................................................ 45 
2.3. TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE (DFT) ............................................................ 46 
2.3.1. Teoremas de Hohenberg e Kohn ...................................................................................... 46 
2.3.2. A aproximação de Kohn-Sham ......................................................................................... 48 
2.3.3. Funcionais ......................................................................................................................... 50 
2.3.3.1. LDA: Local Density Approximation ............................................................................ 51 
2.3.3.2. GGA: Generalized Gradient Approximation ............................................................... 52 
2.3.3.3. Meta-GGA .................................................................................................................. 53 
2.3.3.4. Funcionais híbridos .................................................................................................... 53 
2.3.3.5. Funcionais de densidade híbridos duplos ................................................................. 54 
2.3.3.6. Correções de dispersão ............................................................................................. 55 
2.3.3.7. Lista de funcionais DFT ............................................................................................. 55 
2.4. BASE DE FUNÇÕES ........................................................................................................... 57 
2.4.1. Orbitais do tipo Slater (STOs) e do tipo Gaussian (GTOs) ............................................... 57 
2.4.2. Base de funções miníma e funções de múltiplo-ζ ............................................................. 59 
2.4.3. Bases de funções de valência desdobrada ...................................................................... 60 
2.4.4. Série de bases minímas STO-nG ..................................................................................... 60 
2.4.5. Bases do tipo K-nlmG ....................................................................................................... 60 
2.4.6. Funções de polarização .................................................................................................... 61 
2.4.7. Funções difusas ................................................................................................................ 62 
2.4.8. Potenciais efetivos para o cerne ....................................................................................... 63 
2.5. MÉTODOS SEMIEMPÍRICOS ............................................................................................. 64 
2.5.1. Princípios gerais ................................................................................................................ 64 
2.6. SUPERFÍCIE DE ENERGIA POTENCIAL .......................................................................... 66 
2.6.1. Caraterização dos estados estacionários ......................................................................... 68 
2.6.1.1. Algoritmos de otimização de geometria ..................................................................... 69 
2.6.1.2. Otimização do estado de transição ........................................................................... 71 
2.7. MODELOS CONTÍNUOS DE SOLVENTE .......................................................................... 72 
FCUP      3 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
2.8. MECÂNICA MOLECULAR .................................................................................................. 75 
2.8.1. Aspetos gerais dos campos de forças em MM ................................................................. 76 
2.8.1.1. Energia de Ligação .................................................................................................... 77 
2.8.1.2. Deformação Angular .................................................................................................. 78 
2.8.1.3. Energia de Torção ..................................................................................................... 79 
2.8.1.4. Energia de van der Waals .......................................................................................... 80 
2.8.1.5. Energia eletrostática .................................................................................................. 81 
2.8.1.6. Energia dos Termos Cruzados .................................................................................. 81 
2.8.2. Parametrização ................................................................................................................. 82 
2.8.3. Campos de Forças ............................................................................................................ 84 
2.8.3.1. AMBER ...................................................................................................................... 84 
2.8.4. Solvatação ......................................................................................................................... 85 
2.8.5. Otimização da Geometria Molecular ................................................................................. 85 
2.8.5.1. Algoritmo steepest-descent ....................................................................................... 86 
2.8.5.2. Algoritmo conjugate gradient ..................................................................................... 88 
2.9. DINÂMICA MOLECULAR ................................................................................................... 89 
2.9.1. O algoritmo de Verlet ........................................................................................................ 90 
2.9.2. O algoritmo summed Verlet ou leapfrog ........................................................................... 92 
2.9.3. Passo Temporal ................................................................................................................ 94 
2.9.4. Limites e Condições de Fronteira do Sistema .................................................................. 95 
2.10. CÁLCULOS DE ENERGIA LIVRE .................................................................................... 96 
2.10.1. Integração Termodinâmica ............................................................................................. 97 
2.10.2. Molecular Mechanics- Poisson Boltzmann Surface Area ............................................. 100 
2.11. MÉTODOS HÍBRIDOS ..................................................................................................... 102 
2.11.1. ONIOM .......................................................................................................................... 103 
2.11.2. Divisão do Modelo e Caraterização das Zonas de Fronteira ........................................ 104 
CAPÍTULO 3 ............................................................................................................................. 107 
ESTUDOS COM AMINOÁCIDOS............................................................................................. 107 
3.1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 109 
3.1.1. Aminoácidos com cadeias laterais ionizáveis ................................................................. 109 
3.1.2. Limitações dos métodos experimentais na determinação do estado de ionização de 
aminoácidos .............................................................................................................................. 110 
3.1.3. Métodos teóricos na determinação dos estados de ionização de aminoácidos ............. 110 
FCUP      4 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
3.1.4. Objetivos.......................................................................................................................... 111 
3.2. DETALHES COMPUTACIONAIS ...................................................................................... 112 
3.2.1. Modelos ........................................................................................................................... 112 
3.2.2. Cálculos ab initio pós-HF ................................................................................................ 114 
3.2.3. Extrapolação das energias no limite do conjunto de bases ............................................ 115 
3.2.4. Cálculos DFT ................................................................................................................... 118 
3.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO ......................................................................................... 119 
3.3.1. Cálculo de 
K
elPA
0
 ao nível MP2/CBS ............................................................................. 119 
3.3.2.  Cálculo de 
K
elPA
0
ao nível CCSD(T)/CBS. ............................................................... 124 
3.3.3.  Benchmarking dos funcionais DFT ......................................................................... 126 
3.4. CONCLUSÕES .................................................................................................................. 134 
CAPÍTULO 4 ............................................................................................................................. 137 
ESTUDOS COM A PR DO HIV-1 ............................................................................................. 137 
4.1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 139 
4.1.1. Protease do HIV-1 e seus substratos ...................................................................... 139 
4.1.2.  Objetivos ................................................................................................................. 142 
4.2. METODOLOGIA ................................................................................................................ 143 
4.2.1. Estruturas ........................................................................................................................ 143 
4.2.2.  Integração Termodinâmica ..................................................................................... 144 
4.2.3.  MM-PBSA ............................................................................................................... 148 
4.3. RESULTADOS ................................................................................................................... 151 
4.3.1. Cálculo de 
nSS
bindG

com TI .......................................................................................... 151 
4.3.2. Cálculo de
nSS
bindG

com MM-PBSA ......................................................................... 153 
4.3.3. Discussão ................................................................................................................. 155 
CAPÍTULO 5 ............................................................................................................................. 159 
ESTUDOS COM A RNR ........................................................................................................... 159 
FCUP      5 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
5.1. INTRODUÇÃO ............................................................................................................. 161 
5.1.1. Enzima Redutase Ribonucleótida (RNR) ........................................................................ 161 
5.1.2. Mecanismo catalítico da RNR ......................................................................................... 164 
5.1.3. Inibidores da RNR .................................................................................................... 165 
5.1.3.1. Análogos do substrato.................................................................................................. 166 
5.1.3.2. 2’-cloro-ribonucleósido-5’-difosfato (CldNDP) .............................................................. 167 
5.1.3.3. 2’-fluor-ribonucleósido-5’-difosfato (FdNDP) ................................................................ 168 
5.1.3.4.  2’,2’-diflúor-ribonucleósido-5’-difosfato (F2dNDP) .................................................. 168 
5.1.3.4. 2’-azido-ribonucleósido-5’-difosfato (N3dNDP) ............................................................ 171 
5.1.3.6. (E)-2’-desoxi-2’,2’-fluormetileno-nucleósido-5`-difosfato (CHFdNDP) ......................... 172 
5.1.3.7. 2’-desoxi-2’-mercapto-nucleósido-5’-difosfato (SHdNDP) ........................................... 174 
5.1.3.8. 2'-desoxi-2'-metilideno-nucleósido-5’-difosfato (CH2dNDP) ........................................ 175 
5.1.3.9. Análise crítica dos mecanismos de inibição da RNR por análogos do substrato. ....... 176 
5.1.3.10. Classificação dos análogos do substrato em 3 classes principais ...................... 181 
5.2. DETALHES COMPUTACIONAIS ...................................................................................... 183 
5.2.1.  Modelo Pequeno ..................................................................................................... 183 
5.2.2.  Modelo Grande ....................................................................................................... 184 
5.3. RESULTADOS ................................................................................................................... 187 
5.3.1. Primeiro passo do mecanismo ........................................................................................ 190 
5.3.2.  Segundo passo do mecanismo ............................................................................... 191 
5.3.3.  Terceiro passo do mecanismo ................................................................................ 192 
5.3.4.  Inibição RNR ........................................................................................................... 193 
5.3.5.  Energia de reação global ........................................................................................ 194 
5.3.6.  Deformação e Polarização/Eletrostática no centro ativo ........................................ 196 
5.4. CONCLUSÕES .................................................................................................................. 199 
CAPÍTULO 6 ............................................................................................................................. 201 
ESTUDOS COM A FTASE ....................................................................................................... 201 
6.1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 203 
FCUP      6 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
6.1.1. Inibidores da FTase: FTIs ............................................................................................... 203 
6.1.2. Enzima FTase ................................................................................................................. 204 
6.2. DETALHES COMPUTACIONAIS ...................................................................................... 206 
6.2.1.  Modelo e simulação de dinâmica molecular ........................................................... 206 
6.2.2.  ASM Computacional ............................................................................................... 208 
6.2.3. Análise da SASA ...................................................................................................... 209 
6.2.4. Seleção do mutante ................................................................................................. 209 
6.2.5. Cálculo de graus de conservação............................................................................ 210 
6.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO ......................................................................................... 211 
6.3.1. Análise Geral das simulações MD ........................................................................... 211 
6.3.2. Caraterização da Interface da FTase .............................................................................. 211 
6.3.3.  Análise da contribuição energética ......................................................................... 213 
6.3.4.  Relação com estudos estatísticos das preferências para hot-spots ...................... 221 
6.3.5.  Decomposição de energia em Resíduos Hot-Spot................................................. 221 
6.3.5.  Análise de SASA ..................................................................................................... 224 
6.3.6.  Análise das pontes de hidrogénio estabelecidas na interface ................................ 225 
6.4. CONCLUSÕES .................................................................................................................. 227 
CAPÍTULO 7 ............................................................................................................................. 229 
ESTUDOS COM O VEGF ......................................................................................................... 229 
7.1. INTRODUÇÃO ............................................................................................................. 231 
7.1.1.  Associação proteína:proteína ................................................................................. 231 
7.1.2.  ASM computacional versus Integração Termodinâmica ........................................ 232 
7.1.3. Complexo VEGF:FLT1 .................................................................................................... 233 
7.2. DETALHES COMPUTACIONAIS ...................................................................................... 234 
7.2.1. Configuração do sistema ................................................................................................. 234 
7.2.2. ASM ................................................................................................................................. 234 
7.2.2.1. Simulações de dinâmica molecular ......................................................................... 234 
7.2.2.1. Protocolo ASM ......................................................................................................... 235 
7.2.2.  Integração Termodinâmica ..................................................................................... 237 
FCUP      7 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
7.3. RESULTADOS E DISCUSSÃO ......................................................................................... 239 
7.3.1. Interface VEGF: FLT1 ..................................................................................................... 239 
7.3.2. Método de ASM ............................................................................................................... 240 
7.3.3. Método de Integração Termodinâmica ........................................................................... 243 
7.3.4.  ASM vs TI ................................................................................................................ 244 
7.4. CONCLUSÕES ............................................................................................................ 246 
CAPÍTULO 8 ............................................................................................................................. 247 
COMENTÁRIOS FINAIS E PERSPETIVAS FUTURAS........................................................... 247 
REFERÊNCIAS ......................................................................................................................... 253 
ANEXOS ................................................................................................................................... 283 
 
FCUP      8 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
FCUP      9 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
 
Índice de Figuras 
 
Figura 1 - Método de Hartree-Fock: Ciclo SCF ........................................................................... 36 
Figura 2 – Possível repartição de eletrões para excitações virtuais individuais, duplas e triplas.
 ..................................................................................................................................................... 38 
Figura 3 - Em cima: polarização de uma orbital s por uma orbital p; Em baixo: polarização de 
uma orbital p por uma orbital d. λ representa a magnitude da contribuição da função de 
polarização, (o coeficiente usado na combinação linear entre ambos). ..................................... 62 
Figura 4 – Representação esquemática do processo de otimização de uma geometria, 
utilizando um método baseado no formalismo DFT de Kohn-Sham. ......................................... 70 
Figura 5 – Representação de uma molécula utilizando os princípios da mecânica molecular, 
onde as esferas são os átomos e as molas representam as ligações entre eles. ..................... 76 
Figura 6 – Curva de energia de deformação de uma ligação. Curva contínua, potencial de 
Morse, curva a tracejado, potencial de Hooke. Leq corresponde ao comprimento da ligação na 
posição de equilíbrio e a barra a cinzento indica a região típica para as deformações das 
ligações. ...................................................................................................................................... 78 
Figura 7 - Ângulos de ligação da molécula ABC ......................................................................... 79 
Figura 8 – Representação do caminho do algoritmo steepest-descent numa dimensão. .......... 87 
Figura 9 - Representação do método da diferença finita utilizado na resolução da equação de 
Poisson-Boltzmann. .................................................................................................................. 101 
Figura 10 - Representação das estruturas dos aminoácidos ionizáveis e respetivos pka bem 
com dos modelos usados e respetivos pKa. ............................................................................. 114 
Figura 11 - Complexo Protease:substrato ARVLAEAM. Monómero A em laranja e monómero B 
em azul. Os braços de ambos os monómeros estão coloridas de amarelo e ciano, 
respetivamente. O “fireman’s grip” pode ser visto em tubos e ambos os aspartatos catalíticos 
em tubos e bolas. O aspartato catalítico da cadeia B está protonado. Em tubo verde os 8 
aminoácidos do substrato que encaixam no centro ativo. ........................................................ 140 
Figura 12 - Representação esquemática dos locais de processamento das poliproteínas Gag (a 
cinza claro) e Gag-Pol (a branco) mostrando os 12 pontos de clivagem pela Protease. MA, 
matriz; CA, capsideo; NC, nucleocapsideo; p2 and p1, dois peptideos espaçadores, pacer 
peptides; TFP, trans frame peptídeo; p6gag, uma fosfoproteína importante necessária para 
libertação do virião; p6pol; proteína envolvida na regulação da autoativação da PR, PR; RTp51, 
monómero p51 da transcriptase reversa; RTp66, monómero p66 da transcriptase reversa / 
RNase H; IN, integrase, NEF, o fator negativo, poliproteína precursora também conhecida 
como proteína F. ....................................................................................................................... 141 
Figura 13 - P04585 UniProtKB/Swiss-Prot. Poliproteína Gag-Pol (HIV-1 isolado do HXB2, grupo 
M subtipo B). Os substratos estão sublinhados e os não-substratos estão a negrito .............. 144 
Figura 14 - Ciclo termodinâmico para calcular a diferença de energia de ligação para a 
Protease entre o substrato ARVLAEAM e o não-substrato TKALTEVI.
S
bindG
 e 
nS
bindG
 são as 
energias de ligação do substrato e do não-substrato, respetivamente, para a PR do HIV-1. 
S nS
solvG

e 
S nS
PG

são as energias de ligação para as transmutações não físicas para  mutar o 
substrato no não substrato livre, em solução e na Protease, respetivamente. ........................ 146 
Figura 15 – Derivada 


 )(V
(kcal/mol) em função de lambda para cada transformação livre 
em solução, nos sentidos direto e inverso. Estão representadas nos gráficos 
1 2 3 4, , , ,solv solv solv solvG G G G    . ................................................................................................. 152 
Figura 16 - Derivada 


 )(V
 em função de lambda para cada transformação dentro da 
Protease, nos sentidos direto e inverso.  Estão representadas nos gráficos 
1 2 3 4, , ,P P P PG G G G     ............................................................................................................... 152 
Figura 17 - rmsd das estruturas da trajetória comparando com a estrutura inicial, para os 
complexos PR: ARVLAEAM, PR:TKALTEVI, PR:DFNLPPVV, PR:YNVLPQGW e 
PR:REILKEPV. .......................................................................................................................... 154 
FCUP      10 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
Figura 18 – Representação esquemática de uma RNR ativa (dois monómeros R1, a laranja, e 
dois monómeros R2, a verde).  À esquerda o centro ativo de um monómero R1 evidenciando os 
principais resíduos catalíticos. .................................................................................................. 163 
Figura 19 - Representação do modelo enzimática estudado, que inclui um raio de 20Å dos 
aminoácidos localizados em torno do CH2dCDP. A região tratada com o nível superior está 
representada a vermelho e a região tratada com nível inferior esta representada a azul, azul 
ciano a região livre e azul mais escuro a região congelada (os 5Å mais exteriores). A parte 
excluída do monómero R1 está representada em cartoon a cinza. ......................................... 185 
Figura 20 - Geometria do estado de transição 1. São indicados os comprimentos de ligação 
relevantes (em Å), a distribuição de densidade de spin (S) as cargas em au (C) das três 
geometrias (reagentes, estado de transição, e produtos, respetivamente). ............................. 191 
Figura 21 - Geometria do estado de transição 2. São indicados os comprimentos de ligação 
relevantes (em Å), a distribuição de densidade de spin (S) as cargas em au (C) das três 
geometrias (reagentes, estado de transição, e produtos, respetivamente). ............................. 192 
Figura 22 - Geometria do estado de transição 3. São indicados os comprimentos de ligação 
relevantes (em Å), a distribuição de densidade de spin (S) as cargas em au (C) das três 
geometrias (reagentes, estado de transição, e produtos, respetivamente). ............................. 193 
Figura 23 – Perfil energético do mecanismo proposto para a interação da RNR com o 
CH2dCDP. ................................................................................................................................. 195 
Figura 24 - Contribuição da tensão estereoquímica para o perfil de energia. Deve descrever o 
que cada termo significa ........................................................................................................... 197 
Figura 25 - Contribuição da polarização para o perfil de energia. ............................................ 198 
Figura 26 - Análise de rmsd dos átomos da cadeia principal nas simulações MD da Ftase. 
Particular atenção é dada ao comportamento dos átomos da interface................................... 211 
Figura 27 - Representação esquemática da topologia das subunidades α e β da FTase, 
mostrando as várias hélices, a percentagem de resíduos altamente conservados que 
constituem cada hélice e os hot-spots identificados no presente estudo. Os resíduos altamente 
conservados são aqueles com número de conservação de 7 ou superior, numa escala de 1-9 
(9 conservado e 1 variável).
413
 Nas hélices, os números indicados representam os resíduos 
iniciais e finais. .......................................................................................................................... 212 
Figura 28 - Representação esquemática dos hot-spots e warm-spots na subunidade α da Ftase 
e da interação destes com a subunidade β. ............................................................................. 219 
Figura 29 - Representação esquemática dos hot-spots e warm-spots na subunidade β da Ftase 
e da interação destes com a subunidade α. ............................................................................. 220 
Figura 30. Representação em cartoon do dímero da VEGF, (monómero α a verde e monómero 
β a azul), e do dímero da FLT1, (um monómero a vermelho e o outro a cinza). PDBID:1FLT.234 
Figura 31 - Ciclo termodinâmico para o cálculo da diferença de energia de ligação entre o 
resíduo original e o resíduo mutado por alanina no complexo VEGF:FLT1. ............................ 237 
Figura 32 - Representação da interface entre o dímero VEGF e um monómero FLT1, 
destacando Tyr21 e Leu66 a vermelho (hot-spots), Lys16 e Ile46 a laranja e His186 a amarelo 
(PDBID: 1FLT). O monómero 1 e 2 do VEGF são representados a tubo preto e cinza, 
respetivamente, o recetor FLT1 está representado a superfície azul claro. ............................. 240 
Figura 33 – Análise do rmsd do complexo VEGF:FLT1 nas simulações MD (implícito e 
explicito). ................................................................................................................................... 241 
 
FCUP      11 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
Índice de Tabelas 
 
Tabela 1 - Fatores de escalonamento de vários métodos teóricos, considerando uma função de 
onda com N funções de base. 
44
 ................................................................................................. 46 
Tabela 2 – Lista de alguns dos funcionais DFT mais populares, agrupados por tipo de 
funcionais. ................................................................................................................................... 55 
Tabela 3 - Representação de alguns termos cruzados e respetiva fórmula matemática. .......... 82 
Tabela 4 - Energias eletrónicas absolutas calculadas com os níveis teóricos HF/aug-cc-pVXZ 
(X=2-4), MP2/aug-cc-pVXZ (X=2-4) e CCSD(T)/aug-cc-pVXZ (X =2-3). Todos os valores estão 
em u.a.. ...................................................................................................................................... 120 
Tabela 5 - K
elPA
0 calculadas com o nível teórico MP2 e o conjunto de bases consistentemente 
correlacionadas aug-cc-pVDZ, aug-cc-pVTZ e aug-cc-pVQZ. Todos os valores em kcal/mol. 120 
Tabela 6 - K
elPA
0  calculada com o nível MP2/CBS usando o esquema de extrapolação de 
Truhlar. A diferença entre a K
elPA
0  obtida com MP2/CBS e a obtida com aug-cc-pVXZ (X=2-4) é 
também apresentada. Todos os valores estão em kcal/mol. .................................................... 121 
Tabela 7 - Erro médio em módulo (MUE) para os valores das energias eletrónicas absolutas 
(total, HF e correlação) das diferenças entre MP2/CBS usando o esquema de extrapolação de 
Thrular e o conjunto de bases MP2/aug-cc-pVXZ (X=2-4). ...................................................... 122 
Tabela 8 - Valores de K
elPA
0  obtidos com o nível MP2/CBS obtido com o esquema de 
extrapolação de Helgaker usando os conjuntos de bases aug-cc-pVTZ e aug-cc-pVQZ, bem 
como a diferença entre os esquemas de extrapolação de Truhlar e de Helgaker. Todos os 
valores em kcal / mol. ................................................................................................................ 123 
Tabela 9 - 2)( MPTCCSD
E  com os conjuntos de bases de Pople (6-31G*(0.25), 6-31+G(d) e 6-
31+G(d,p)) e com os conjuntos de bases de correlação consistentes (aug-cc-pVDZ and aug-cc-
pVTZ). A média do erro e o erro máximo entre os valores de 2)( MPTCCSD
E   para cada conjunto 
de bases e o conjunto de bases maior (aug-cc-pVTZ) são também apresentados. O valor de 
2)( MPTCCSDE  , obtido com a base aug-cc-pVTZ, foi usado para calcular 
K
elPA
0
com o nível 
CCSD(T)/CBS para cada aminoácido (última coluna da direita da tabela). Todos os valores 
estão em kcal/mol. .................................................................................................................... 124 
Tabela 10 - Cálculo do termo 2)( MPTCCSD
E  com os conjuntos de bases de Pople (6-31G*(0.25), 
6-31+G(d) e 6-31+G(d,p)) e com os conjuntos de bases consistentemente correlacionadas 
(aug-cc-pVDZ and aug-cc-pVTZ). Os erros MUE e MaxE entre os valores de 2)( MPTCCSD
E   para 
cada conjunto de bases e o conjunto de bases maior a values of each basis set and the largest 
basis set (aug-cc-pVTZ) são também apresentados. O valor de 2)( MPTCCSD
E  com aug-cc-pVTZ 
foi usado para calcular 
K
elPA
0
 para cada aminoácido com o nível CCSD(T)/CBS (última coluna 
da tabela 8). Todos os valores em kcal/mol. ............................................................................. 125 
Tabela 11 - Diferenças entre os valores de 
K
elPA
0
 calculados com DFT/6-
311++G(2d,2p)//MP2/6-311++G(d,p) e com CCSD(T)/CBS, para cada aminoácido. Os MUE e 
MaxE são também apresentados. Todos os valores estão em kcal/mol. ................................. 126 
Tabela 12 – PT
E
para os funcionais de densidade. Todas as transferências de protões 
possíveis entre os 7 aminoácidos são apresentadas. Todos os valores em kcal/mol. ............ 130 
Tabela 13 - MUE médio de PT
E
 calculado usando todas as transferências de protões para 
um determinado funcional de densidade. Todos os valores em kcal/mol. ............................... 133 
Tabela 14 - As 12 sequências que a PR do HIV-1, (HXB2, grupo M, subtipo B), reconhece e 
cliva. O HIV-1 é dividido em 3 grupos, (M(o mais comum), N e O) e cada grupo em dividido em 
subtipos e CRFs (formas recombinantes circulantes)
9
 ............................................................. 142 
Tabela 15 - Valores da diferença de energia de ligação entre os não-substratos estudados e o 
substrato ARVLAEAM, valores em kcal/mol.
π
 .......................................................................... 154 
Tabela 16 - Classificação dos Inibidores da RNR baseada no tipo de inibição ....................... 166 
Tabela 17 - Inibidores da RNR análogos do substrato ............................................................. 166 
FCUP      12 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
Tabela 18 - Resultados experimentais e teóricos ou computacionais disponíveis usadas para 
classificar os análogos do substrato em três classes principais, tendo em conta o seu modo de 
inativação .................................................................................................................................. 182 
Tabela 19 – Energias de ativação (Ea) e de reação (Er) obtidas com os funcionais B3LYP e 
BB1K. ........................................................................................................................................ 190 
Tabela 20 Valores médios das diferenças de energia de ligação (ΔΔGbind ) e das áreas 
superficiais acessíveis ao solvente (SASA) para os hot-spots, warm-spots e null-spots 
identificados. Desvios padrão correspondentes. ...................................................................... 214 
Tabela 21- Diferenças de energia de ligação (ΔΔGbind ) e desvio padrão associado. Valores 
médios da área de superfície acessível ao solvente (SASA) para os resíduos da interface da 
subunidade α. ............................................................................................................................ 215 
Tabela 22 - Diferenças de energia de ligação (ΔΔGbind) e desvio padrão associado. Valores 
médios da área de superfície acessível ao solvente (SASA) para os resíduos da interface da 
subunidade β. ............................................................................................................................ 217 
Tabela 23 - Contribuição energética individual dos vários componentes que compõem a 
diferença de energia de ligação (ΔΔGBind).entre a FTase original e as variantes da FTase 
mutada por alanina para os hot-spots. ...................................................................................... 222 
Tabela 24 - Pontes de hidrogénio na interface da FTase presentes durante mais de 40% da 
simulação MD, a sua percentagem de ocupação, a distância média da ponte de hidrogénio 
entre os dois átomos pesados envolvidos, o tempo de vida médio e a ocupação máxima ao 
longo dos 10ns de simulação. ................................................................................................... 226 
Tabela 25- Diferenças de energia de ligação, ΔΔGbind , obtidas com o protocolo ASM São 
também apresentadas as incertezas e as diferenças relativamente aos valores experimentais. 
Todos os valores estão em kcal/mol. ........................................................................................ 242 
Tabela 26 – Valores de ΔΔGbind  obtidos com o método de Integração Termodinâmica, respetivo 
desvio padrão e comparação com os valores de ΔΔGbind  experimentais. Todos os valores em 
kcal / mol. .................................................................................................................................. 244 
Tabela 27 - TI vs ASM no estudo dos resíduos da interface VEGF:FLT1 ................................ 245 
 
FCUP      13 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
Lista de Abreviaturas 
 
Abreviatura Designação 
Ala Alanina 
AM1 Austin Model 1 
AMBER  Assisted Model Building with Energy 
Refinement 
ASM Alanine Scanning Mutagenesis 
Arg Arginina 
ASC Carga aparente da superfície 
Asp Aspartato 
CC Coupled Cluster 
CCSD Coupled Cluster Duplo 
CGTO Orbital do tipo Gaussian contraída 
CH2dCDP 2'-desoxi-2'-metilidenocitidina-5'-difosfato 
CH2dNDP 2'-desoxi-2'-metilideno-nucleósido-5’-difosfato 
CHFdNDP (E)-2’-desoxi-2’,2’-fluormetileno-nucleósido-
5`-difosfato 
CI Interação de Configurações 
CldNDP 2’-cloro-ribonucleósido-5’-difosfato  
CNDO Complete Neglect of Differential Overlap 
Cys Cisteína 
DFT Teoria do Funcional da Densidade 
DH Híbrido duplo 
DNA Ácido desoxirribonucleico 
dNDP 2’-desoxirribonucleósido-5’-difosfato 
DZ Dúplo zeta 
ECP Potencial efetivo para o cerne 
EE Electrostatic embedding 
F2dNDP 2’,2’-diflúor-ribonucleósido-5’-difosfato 
FdNDP 2’-fluor-ribonucleósido-5’-difosfato  
FTase Farnesiltransferase 
GGA Generalized Gradient Approximation  
Glu Glutamato 
GPB Basicidade em fase gasosa 
GROMACS Groningen Machine for Chemical Simulations 
GTO Orbital do tipo Gaussian 
FCUP      14 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
HF Hartree-Fock 
His Histidina 
HIV-1 Vírus da Imunodeficiência Humana do tipo 1 
INDO Intermediate Neglect of Differential Overlap 
IRC Coordenada de reação intrínseca  
LDA  Local Density Approximation 
LJ Lennard Jones 
LSDA Local Spin Density Approximation 
Lys Lisina 
MD Dinâmica Molecular  
ME Mechanical embedding 
MM Mecânica Molecular 
MM-PBSA Molecular Mechanics – Poisson Boltzmann 
Surface Area 
MNDO Modified Neglect of Diatomic Overlap 
MP Moller Plesset 
MQ Mecânica quântica 
N3dNDP 2’-azido-ribonucleósido-5’-difosfato 
NDDO Neglect of Differential Diatomic Overlap 
NDP  ribonucleósido-5´-difosfato 
nS Não-substrato 
ONIOM Our own N-layered Integrated molecular 
Orbital and Mechanics 
OPLS Optimized Potential for Liquid Simulations 
PA Afinidade protónica 
PCM  Modelo contínuo polarizável 
PDB Protein Data Bank 
PE Polarized embedding 
PES Superfície de Energia Potencial  
PGTO Orbital do tipo Gaussian primitiva 
PM3 Parametrized Model 3 
PR Protease 
RHF Restricted Hartree-Fock 
RMSD  Root Mean Square Deviation 
RMSF Root Mean Square Fluctuation 
RNA Ácido ribonucleico 
RNR Redutase Ribonucleótida 
S Substrato 
FCUP      15 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
SASA Área superficial acessível ao solvente 
SCF Self-Consistent Field 
SE Semiempírico 
Ser Serina 
SHdNDP 2’-desoxi-2’-mercapto-nucleósido-5’-difosfato 
STO Orbital do tipo Slater 
STQN  Transit-Guided Quasi-Newton  
Thr Treonina 
TI Integração Termodinâmica 
TS  Estado de Transição 
Tyr Tirosina 
TZ Triplo zeta 
UFF  Universal Force Field 
UHF Unrestricted Hartree-Fock 
vdW van der Waals 
VEGF Fator de Crescimento Endotelial Vascular 
ZDO Zero Differential Overlap  
 
FCUP      16 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
 
FCUP      17 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 1 
Introdução 
“ O conhecido é finito, o 
desconhecido infinito; 
inteletualmente, estamos numa 
ilha no meio dum oceano 
ilimitado de inexplicabilidade. O 
nosso dever em cada geração é 
recuperar um pouco mais de 
terra” 
            ……….        T. H. Huxley 
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1.1. Introdução 
 
Esta tese de doutoramento está organizada em 8 capítulos, bibliografia e anexos. No 
capítulo I, introdução, define-se a motivação e o contexto do presente trabalho de 
doutoramento e referem-se os principais objetivos. No capítulo II, fundamentos 
teóricos dos métodos usados, descrevem-se os princípios básicos das técnicas 
utilizadas nos estudos de inibição enzimática efetuados. Cada um dos capítulos III a 
VII descreve um estudo, com introdução, metodologia, resultados cientificamente 
relevantes e conclusões tiradas. No capítulo VIII, conclusões e perspetivas futuras, 
são relatadas as conclusões gerais dos estudos efetuados bem como a importância da 
química teórica e computacional na realização dos mesmos. A lista geral de 
referências encontra-se na bibliografia. Uma parte importante das informações 
apresentadas nos capítulos foi retirada dos artigos publicados ao longo deste 
doutoramento. Estes artigos encontram-se em anexo no final da tese.  
Neste capítulo I, introdução, é feita uma descrição do trabalho de investigação, define-
se a questão de fundo e justifica-se o caráter inovador da investigação. Como esta 
tese reúne diferentes estudos de inibição enzimática com diferentes enzimas 
apresentarei uma introdução, para cada um dos capítulos III a VIII, que fará a revisão 
literária necessária a cada um dos estudos e assim permitirá ao leitor acompanhar 
melhor os resultados e discussão. 
 
1.2. Motivação e contexto  
 
As enzimas fazem parte de todos os processos metabólicos no organismo, formando 
uma intrincada rede de interações e de mecanismos regularizadores responsáveis por 
manter a homeostase de células individuais e de organismos inteiros. Uma doença 
pode ser causada pelo mau funcionamento de um único tipo de enzima entre as 
milhares que estão presentes no corpo humano. 
Uma forma estratégica de regular a atividade de uma enzima e impedir o 
desenvolvimento de determinadas doenças é através da inibição enzimática, embora 
nem todas as enzimas possam ser reguladas por inibição. Através da inibição de 
enzimas específicas é possível, por exemplo, normalizar a deficiência ou o excesso de 
um metabólito, destruir organismos externos e células com crescimento anormal. Se 
uma doença resulta de uma deficiência de um substrato para uma determinada 
enzima, a inibição da enzima que degrada esse substrato permitirá aumentar a sua 
concentração. Se, por outro lado, houver um excesso de um metabólito que provoca 
uma doença, a inibição da enzima que catalisa a biossíntese desse metabólito irá 
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diminuir a sua concentração e, consequentemente, parar a progressão da doença. Por 
exemplo, a inibição da enzima Redutase Ribonucleótida (RNR), que catalisa a 
formação de desoxirribonucleótidos, irá diminuir a concentração dos 
desoxirribonucleótidos disponíveis e, assim, impedir o processo de proliferação e de 
crescimento anómalo de células. No caso de bactérias ou parasitas, bloquear uma 
enzima da bactéria ou parasita, responsável por parte importante do seu metabolismo, 
poderá inibir o crescimento ou a replicação destes seres. Por exemplo, a enzima 
Protease do vírus da imunodeficiência humana do tipo 1 (PR do HIV-1), é essencial 
para a replicação do vírus da imunodeficiência humana e a sua inibição poderá 
impedir a formação de vírus maduros e infecciosos.  
Esta tese, que tem por tema geral “Estudos de Inibição Enzimática”, reúne uma série 
de estudos de inibição de enzimas fulcrais para o controlo de doenças com grande 
impacto social e económico como o cancro e a sida. São apresentados estudos de 
inibição inéditos com as enzimas PR do HIV-1, RNR e Farnesiltransferase (FTase), 
(ver subcapítulo 1.3). 
Para a realização dos estudos aplicaram-se métodos teóricos e computacionais que 
têm provado fornecer resultados relevantes que completam em larga escala e, por 
vezes mesmo, substituem estudos experimentais.  
A química teórica e computacional tem sido extremamente fértil em desenvolvimentos 
nos últimos anos: nos formalismos, nas técnicas, nos modelos, na capacidade 
computacional e na relevância dos problemas estudados. A crescente paralelização e 
o aumento da velocidade de processamento dos sistemas informáticos permitem 
cálculos cada vez mais exatos de sistemas cada vez maiores. Para a realização dos 
cálculos necessários aos diferentes estudos de inibição enzimática recorreu-se a um 
cluster de computação de alta performance do grupo de BioQuímica Teórica e 
Computacional e localizado na Faculdade de Ciências da Universidade do Porto, que, 
durante o período de realização destes trabalhos (2008-2011), contava com cerca de 
600 nodos de processamento que têm como base processadores Intel Xeon 
dualQuadcore a 2.66GHz e 3.0 GHz. Para o armazenamento de dados, este cluster 
contava com mais de 20 TB de capacidade e cerca de 500Gb de memória RAM, 
repartidos por cada um dos servidores em módulos de 16GB. Em 2012 este cluster 
sofreu uma atualização, mas já não usufruí das suas novas e melhores capacidades.  
Para cada um dos estudos de inibição foram cuidadosamente escolhidos o método 
teórico e a metodologia. Para a escolha do método foi tido em conta o contexto, os 
pontos fortes e fracos, as vantagens e ciladas, o intervalo de aplicabilidade, as 
limitações, as alternativas possíveis, o desempenho esperado e os meios informáticos 
disponíveis. A internet, as bibliotecas on-line e a divulgação instantânea de ideias a 
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nível global permitiram o acesso mais rápido e atualizado à informação necessária aos 
diferentes estudos.  
 
1.3. Objetivos  
 
Esta tese reúne assim vários estudos inéditos relacionados com a inibição de 
diferentes enzimas.  
 
1.3.1. Estudos com Aminoácidos 
 
Os estados de protonação dos aminoácidos influenciam a estrutura, função, 
estabilidade, solubilidade e reatividade das proteínas1, 2 e são difíceis de determinar de 
forma inequívoca por meios experimentais3, 4. 
Foram avaliados funcionais DFT (Teoria do Funcional da Densidade) na caraterização 
de estados de protonação de aminoácidos e de transferência protónica entre 
aminoácidos, claramente importantes para estudos da reatividade química em 
enzimas.5 
1.3.2. Estudos com a PR do HIV-1  
 
A PR do HIV-1 é uma enzima chave na propagação do vírus da imunodeficiência 
humana. Atua numa fase avançada do ciclo de replicação do HIV-1 clivando as 
poliproteínas Gag, Gag-Pol e Nef de forma sequencial e em sítios específicos para 
produzir vírus maduros e funcionais.6-9 Ainda está por esclarecer experimentalmente 
como é feito o reconhecimento pela PR do HIV-1 no processamento da poliproteína,10, 
11 mas é importante investigar nesse sentido, uma vez que, se a PR perder a 
capacidade de se ligar e clivar as poliproteínas, o vírus não se reproduzirá 
eficazmente.  
Uma análise detalhada dos nossos resultados em conjunto com uma série de dados 
experimentais permite-nos verificar que os modelos atualmente usados para explicar o 
reconhecimento do substrato pela PR são inadequados/incompletos. Uma nova e 
consistente teoria para o reconhecimento do substrato pela PR do HIV-1 é proposta. 12 
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1.3.3. Estudos com a RNR 
 
A integridade do ácido desoxirribonucleico (DNA) é constantemente posta em causa 
por diversos agentes químicos e/ou físicos. Pequenas alterações desta molécula têm 
resultados catastróficos para a célula, dado que interferem com a replicação e a 
transcrição do DNA, delas podendo resultar o aparecimento de mutações, rearranjos 
genéticos ou até mesmo perda de cromossomas. Os mecanismos envolvidos nestes 
processos são muito complexos e todos os esforços têm sido concentrados em alvos 
que possam inibir o processo de proliferação e de crescimento anómalo destas células 
numa fase inicial, considerando-se que a enzima RNR é um alvo absolutamente 
estratégico neste processo.13, 14 Os inibidores da RNR têm vindo a ser introduzidos 
progressivamente nos tratamentos de quimioterapia. O conhecimento existente dos 
inibidores da RNR é maioritariamente empírico15, necessitando de detalhe mecanístico 
para se compreenderem os seus modos de funcionamento detalhados, o que, por sua 
vez, conduzirá ao desenho de inibidores melhores e mais eficazes.  
Nesta tese é sistematizada a ação de inibidores que impedem a atividade da enzima 
RNR, são dadas informações chave para a criação de novos inibidores da RNR 
análogos do substrato16 e desvenda-se um mecanismo de inibição desconhecido da 
enzima RNR por um análogo de substrato17.  
 
1.3.4. Estudos com a FTase 
 
A enzima FTase tem sido alvo de muita investigação científica com o objetivo de 
desenvolver fármacos antitumorais.18-21 A FTase é uma enzima heterodimérica, 
composta por duas subunidades, α e β.22 
Nesta tese é apresentada uma caraterização detalhada de toda a interface α/β desta 
enzima. Os conhecimentos resultantes desta análise fornecem pistas importantes 
sobre os resíduos que determinam a associação das duas subunidades da FTase e 
poderão servir de base para o desenvolvimento de uma nova classe de inibidores, 
projetados para bloquear a associação das duas subunidades da FTase evitando a 
forma ativa heterodimérica. 23 
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1.3.5. Estudos com a VEGF 
 
Para cumprir a sua função biológica as proteínas necessitam muitas vezes de se 
associar a outras moléculas, nomeadamente outras proteínas. Compreender a 
associação proteína-proteína e ser capaz de determinar os resíduos responsáveis por 
esta associação é de extrema importância.24 A correta deteção destes resíduos 
cruciais tem aplicação prática no desenho racional de fármacos e engenharia de 
proteínas.  
Foram comparados dois métodos que permitem detetar estes resíduos cruciais. Um 
método desenvolvido pelo grupo de investigação onde me insiro e baseado na 
abordagem Molecular Mechanics-Poisson Boltzmann Surface Area (MM-PBSA)25 com 
um método computacional de elevada exatidão, Integração Termodinâmica (TI)26. 
Ambos os métodos foram aplicados aos resíduos da interface do complexo formado 
entre VEGF e um dos seus recetores.27 Os dados experimentais disponíveis para 
estes resíduos possibilitaram não só o estudo atomístico da interface deste complexo 
como também uma comparação mais fidedigna destes dois métodos28, 29  
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Capítulo 2 
Fundamentos 
Teóricos dos 
Métodos Usados 
“Man is still the most 
extraordinary computer of all” 
            ………  John F. Kennedy 
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2.1. Introdução 
 
Este capítulo tem como objetivo apresentar de forma sucinta e objetiva os 
fundamentos teóricos associados às técnicas utilizadas nos diferentes estudos de 
inibição enzimática apresentados. Para os estudos de inibição enzimática foram 
utilizadas técnicas que derivam de dois métodos principais: métodos quânticos, (ab 
initio, Teoria do Funcional da Densidade (DFT), e métodos semiempíricos (SE)), e 
métodos clássicos.  
Os métodos quânticos ab initio são os que fornecem resultados mais exatos e 
consistentes porque oferecem a melhor aproximação matemática do sistema 
estudado. O termo ab initio implica que os cálculos são baseados apenas nas leis da 
mecânica quântica e que não incluem nenhum parâmetro empírico nas suas 
equações, isto é, são derivados diretamente de princípios teóricos. Métodos ab initio 
baseiam-se na teoria das orbitais moleculares e tentam resolver o mais exatamente 
possível a equação de Schrödinger não relativista através de um conjunto de funções 
de base, que devem satisfazer um conjunto rigoroso de aproximações matemáticas. 
Os métodos DFT resolvem as equações de Kohn-Sham e tentam calcular a energia e 
a densidade eletrónica que a minimiza. Métodos ab initio e DFT fornecem resultados 
muito precisos para diversos tipos de sistemas, no entanto, o nível teórico, o tipo de 
funções de base e o tamanho do sistema devem ser escolhidos com ponderação dado 
o grande poder computacional que requerem.  
Os métodos semiempíricos são baseados no formalismo de Hartree-Fock mas incluem 
várias aproximações e alguns dados experimentais como parâmetros. O tempo de 
computação pode ser assim diminuído e o estudo de sistemas que envolvam muitas 
centenas de átomos, onde os métodos anteriores se tornam incomportáveis, pode 
assim ser efetuado. A grande desvantagem destes métodos deve-se ao fato da 
parametrização estar calibrada para sistemas específicos o que os torna menos 
apropriados para o estudo de outro tipo de sistemas.  
Quando os sistemas a estudar incluem milhares de átomos, a aplicação de métodos 
ab initio, DFT ou semiempíricos torna-se impossível. Nestes casos, usa-se a mecânica 
molecular, MM, em conjunto com a dinâmica molecular, MD, que é um método que 
considera o átomo como a unidade fundamental do sistema, (despreza a existência 
dos eletrões), e se baseia nas leis da mecânica clássica para a previsão de 
propriedades químicas/bioquímicas das moléculas. Como as interações interatómicas 
dependem dos eletrões e núcleos torna-se necessário efetuar aproximações empíricas 
no cálculo da energia do sistema. Como resultado destas aproximações os resultados 
oferecidos tornam-se menos precisos quando os efeitos quânticos e eletrónicos são 
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importantes sendo, por isso, mais difícil representar a quebra e a formação de 
ligações, por exemplo.  
Os métodos híbridos permitem a divisão de um sistema em várias regiões, tratando 
cada uma das regiões com um nível teórico distinto. Os métodos híbridos são de 
grande aplicabilidade no estudo de mecanismos de reações em sistemas enzimáticos, 
(sistemas de grandes dimensões, portanto). Permitem estudar os átomos do centro 
ativo ou os que intervêm diretamente no mecanismo catalítico com um nível teórico 
mais elevado, (ab initio ou DFT), e os restantes com nível/níveis teórico(s) mais 
baixo(s), (SE ou MM).  
 
No subcapítulo 2.2. expõem-se os fundamentos dos métodos quânticos ab initio, 
abordando os princípios e as aproximações que caraterizam este tipo de métodos, 
alguns dos quais também estão no cerne dos métodos apresentados nos subcapítulos 
seguintes. Os principais princípios dos métodos DFT, são descritos no subcapítulo 
2.3., sendo também fornecida uma lista contendo a maioria dos funcionais de 
densidade, atualmente disponíveis e frequentemente usados em estudos de 
benchmarking. O subcapítulo 2.4. fornece uma visão geral das bases de funções. No 
subcapítulo 2.5. abordam-se os métodos semiempíricos, dando especial atenção ao 
AM1 e PM3. No subcapítulo 2.6. aborda-se a superfície de energia potencial, PES, 
bem como a otimização de geometria com o objetivo de obter estados estacionários 
da PES. O subcapítulo 2.7. apresenta os modelos contínuos de solvente, e a 
mecânica molecular é assunto do subcapítulo 2.8. As simulações de dinâmica 
molecular são abordadas no subcapítulo 2.9., e no subcapítulo 2.10 são descritos 
métodos de mecânica molecular para prever energias de Gibbs, nomeadamente o 
MM-PBSA e a Integração Termodinâmica, TI. Finalmente no subcapítulo 2.11 são 
apresentados os fundamentos teóricos dos métodos híbridos, mais propriamente do 
ONIOM (Our own N-layered Integrated molecular Orbital and Mechanics).  
 
2.2. Métodos quânticos ab initio 
 
Do ponto de vista químico, o principal objetivo da mecânica quântica é a resolução da 
equação de Schrödinger não relativista e independente do tempo, para determinar 
estruturas eletrónicas de átomos e moléculas. Neste subcapítulo são exploradas as 
principais técnicas e aproximações empregues na resolução da equação de 
Schrödinger, dentro do formalismo ab initio, tendo em consideração que várias dessas 
aproximações irão servir de base para os métodos apresentado nos subcapítulos 
seguintes.  
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2.2.1. A equação de Schrödinger. 
 
O alicerce da mecânica quântica é a equação de Schrödinger30. Para um sistema em 
estado estacionário, a equação de Schrödinger independente do tempo pode ser 
escrita como:  
 
 EHˆ  (1) 
 
onde Hˆ é o operador Hamiltoniano,   a função de onda, função própria para um 
dado Hamiltoniano, e E a energia do sistema. A função de onda   descreve o 
sistema e tem como variáveis as posições dos eletrões e dos núcleos no sistema, 
conduzindo à seguinte equação:  
 
),...,,,...,(),...,,,...,(ˆ 1111 MNMN RRxxERRxxH

  (2) 
 
Nx

descrevendo a posição dos N eletrões, e MR

 descrevendo as posições dos M 
núcleos. O conhecimento de   permite que todas as propriedades do sistema 
possam ser calculadas.  
As funções de onda são escolhidas de modo a serem ortogonais, (duas soluções da 
equação de Schrödinger são sempre e necessariamente ortogonais se tiverem valores 
próprios diferentes), e normalizadas, (ortonormais), em todo o espaço.  
O primeiro passo para resolver a equação de Schrödinger é estabelecer a forma do 
operador Hamiltoniano. Para sistemas moleculares ela tem a forma genérica: 
 
nneenene VVVTTH
ˆˆˆˆˆˆ 
 (3) 
 
onde eT  e nT são os termos de energia cinética para os eletrões e para os núcleos, 
respetivamente; neV  representa o potencial de atração entre eletrões e núcleos; eeV  e 
nnV representam os potenciais de repulsão entre eletrões e entre núcleos, 
respetivamente. Os diferentes termos desta equação podem ser desenvolvidos como 
descrito abaixo: Os potenciais de atracão e repulsão são considerados apenas para 
pares de partículas.  
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O operador Hamiltoniano para um sistema molecular pode então ser escrito como: 
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onde A e B denotam os M núcleos e i e j os N eletrões do sistema. AM  e AZ são a 
massa e o número atómico do núcleo A, BZ o número atómico do núcleo B, ABR é a 
distância entre os núcleos A e B, iAr é a distância entre as partículas i e A,   identifica 
o operador Laplaciano.  
A resolução analítica da equação de Schrödinger com o Hamiltoniano dado pela 
expressão (9) é apenas possível para átomos com um eletrão, tais como o átomo de 
hidrogénio e outras partículas hidrogenóides. A equação de Schrödinger não pode ser 
resolvida de forma exata para sistemas multieletrónicos. Para contornar este 
problema, foram desenvolvidas aproximações e simplificações que originaram 
diversos métodos quânticos. 
 
2.2.2. A aproximação de Born-Oppenheimer  
 
Em 1927, Born e Oppenheimer propuseram uma das simplificações mais importantes 
do operador Hamiltoniano, a aproximação de Born-Oppenheimer31, a qual permite 
desacoplar o movimento dos núcleos do dos eletrões, com base na diferença de 
magnitude das suas massas.  
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Conforme apresentado anteriormente, as funções de onda   são funções da posição 
quer dos núcleos quer dos eletrões do sistema. No entanto, uma vez que o núcleo é 
muito mais pesado do que um eletrão, os seus movimentos em relação aos dos 
eletrões são muito lentos. Neste caso, os núcleos podem ser considerados parados e 
a sua energia cinética ser definida como zero, mas ainda contribuírem para a energia 
potencial do sistema. A função de onda   passa a ser apenas dependente de 
x

desaparecendo o segundo termo do Hamiltoniano apresentado na equação (9). 
Deste modo,   é apenas dependente da energia cinética dos eletrões, eT , do 
potencial de atracão entre núcleos e eletrões, neV , e da repulsão intereletrónica, eeV , e 
assim o Hamiltoniano fica:  
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onde nnV é uma constante avaliada para uma determinada conformação composta por 
N núcleos e representa a repulsão eletrostática internuclear. A equação anterior é 
fatorizável e o Hamiltoniano eletrónico poderá ser escrito como:  
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A função de onda depende agora, unicamente das coordenadas eletrónicas. Posto 
isto, o objetivo é procurar soluções para a equação eletrónica, equação (12). 
 
),...,,,...,,(),...,,,...,,(ˆ 2121 NjieleeleNjieleele xxxxxExxxxxH

  (12) 
 
2.2.3. O determinante de Slater  
 
Principio de antissimetria: A função de onda Ψ não é observável, mas a expressão 
dxxxxx Nji
2
,2,1 ),...,,,...,(

 , em que   é um elemento de volume, representa a 
probabilidade de encontrar um eletrão num determinado volume infinitesimal no 
espaço. Os eletrões se fossem indistinguíveis, a troca de dois eletrões não alteraria a 
probabilidade:  
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,2,1 ),...,,,...,(),...,,,...,( NijNji xxxxxxxxxx

  (13) 
 
No entanto, a troca de dois eletrões leva a uma mudança de sinal na função de onda, 
isto é,   é antissimétrica no que diz respeito à troca de eletrões. O princípio de 
exclusão de Pauli que diz que dois eletrões não podem ocupar o mesmo estado é uma 
consequência do princípio de antissimetria. Isto mostra que um simples produto de 
funções de onda, equação (14), que seria a maneira mais óbvia de escrever a função 
  em termos de um conjunto de funções monoeletrónicas não pode ser utilizado uma 
vez que não satisfaz a propriedade de antissimetria.  
 
)()...().(),...,( 211 NN xxxxx

   (14) 
 
É assim necessário gerar uma função de onda que obedeça ao princípio de 
antissimetria. Para isto, a função de onda de N-eletrões é expressa como um produto 
antissimétrico de N funções de onda monoeletrónicas, )( ii x

 . Este produto, 
designado por ΦSD, é conhecido como o determinante de Slater. 
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As colunas são funções de onda de um eletrão, orbitais. As linhas correspondem aos 
índices dos eletrões. A vantagem de exprimir a função de onda monoeletrónica como 
um determinante de Slater de funções de onda monoeletrónicas é que esta forma 
assegura o respeito pelo princípio de antissimetria, uma vez que a troca de duas 
colunas de um determinante provoca a mudança de sinal do determinante.  
 
2.2.4. Método variacional 
 
Para resolver a equação (12) poderá ser usado o método variacional de Rayleigh-Ritz. 
(A teoria de Hartree-Fock e o método pós-Hartree-Fock com interação de 
configurações, por exemplo, recorrem a este método). 
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O teorema variacional diz que o valor calculado para a energia total de um estado 
descrito por uma função de onda tentativa poderá apenas ser maior ou igual à energia 
do estado fundamental, 0E . 
 
0EHE   (16) 
 
Sendo igual à energia do estado fundamental se a função de onda tentativa for a 
função de onda verdadeira.  
Este método permite estabelecer a “melhor” função de onda. Abaixo serão descritos 
métodos baseados no método variacional, tal como o método de Hartree-Fock, 
apresentado já no subcapítulo 2.2.5. Também serão apresentados métodos baseados 
no método perturbacional, como o método pós-Hartree-Fock de Moller−Plesset, 
subcapítulo 2.2.7.2.. 
 
2.2.5. Teoria Hartree-Fock  
 
No método de Hartree-Fock (HF), o Hamiltoniano pode ser dividido em duas partes:  
1. um Hamiltoniano do cerne, )(iH
c
 para descrever a energia cinética e o potencial de 
atracão eletrão-núcleo  
2. uma componente que descreve a repulsão eletrão-eletrão.  
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O Hamiltoniano do cerne pode ser resolvido de modo exato enquanto que a 
componente da repulsão eletrão-eletrão é de uma forma média, ou seja, considera-se 
que cada eletrão se move de modo independente dos outros, num campo médio 
criado pelos outros eletrões.  
 
Aplicando o método variacional para um único determinante de Slater, ΦSD, o cálculo 
da energia mais baixa possível é conseguido através da otimização dos coeficientes 
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da combinação linear das orbitais i  monoeletrónicas que formam  polieletrónicas. 
As equações formadas são chamadas de equações de Hartree-Fock32-34, e a sua 
solução determina as melhores orbitais de spin, para as quais E terá o valor mais 
baixo.  
 
iiiif  
ˆ  (19) 
 
i é uma função própria do operador ifˆ , também conhecido como operador de Fock e 
i  é a energia correspondente e representa a energia da orbital i . O valor próprio 
negativo do operador de Fock associado a esta orbital de spin, i , corresponde ao 
potencial de ionização segundo Koopmans.  
O operador de Fock é um operador efetivo monoeletrónico e tem a seguinte 
expressão:  
 
 
A
HF
iA
A
ii iV
r
Z
f )(
2
1ˆ 2   (20) 
 
)(iVHF  é o potencial de Hartree-Fock. Representa a potencial repulsivo médio 
experienciado por cada eletrão devido aos restantes N-1 eletrões. Isto substitui o 
operador de repulsão mais complexo, 
ijr
1
, que não pode ser resolvido analiticamente. 
Juntando as repulsões eletrónicas de diferentes eletrões num potencial médio, a 
equação é resolúvel. HFV é composto por 2 termos:  
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 (23) 
 
O operador jJˆ  representa o potencial sentido por um eletrão na posição 1x

devido à 
distribuição média de carga de outro eletrão na orbital de spin j . Por outro lado, jKˆ  
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não tem interpretação clássica, conduz a uma troca de variáveis nas duas orbitais de 
spin. 
 
Para resolver a equação de HF para moléculas dois métodos poderão ser usados, 
dependendo da situação. Se o sistema contém um número par de eletrões, todos eles 
emparelhados, o sistema é resolvido usando o formalismo RHF, Restricted Hartree-
Fock. Se contem um número impar de eletrões ou um número par mas com eletrões 
desemparelhados é usado o formalismo UHF, Unrestricted Hartree-Fock. No primeiro 
caso, RHF, são usadas as equações de Roothan-Hall35, 36 para a resolução, no 
segundo caso, UHF, a equação de HF é resolvida usando as equações de Pople-
Nesbet37. A principal diferença entre RHF e UHF é que no UHF todos os eletrões são 
descritos por orbitais espaciais independentes mas no RHF uma mesma orbital 
espacial é usada para descrever dois eletrões, só mudando a componente de spin. 
 
Para calcular HFV é necessário saber  . Por outro lado, as orbitais monoeletrónicas 
 dependem do potencial efetivo HFV . Com efeito, é necessário um método iterativo 
conhecido por procedimento de campo autoconsistente ou Self-Consistent Field 
method, SCF para determinar HFV  e  . De uma suposição inicial para HFV  é 
calculado  e utilizado para gerar um novo HFV . Este processo, apresentado 
esquematicamente na Figura 1, continua até que o ciclo convirja, isto é, até que os 
sucessivos potenciais sejam idênticos.  
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Figura 1 - Método de Hartree-Fock: Ciclo SCF 
 
Roothaan e Hall propuseram que as orbitais moleculares, i , na resolução das 
equações HF, fossem representadas como combinações lineares de um conjunto fixo 
de N funções de base monoeletrónicas, centradas nos núcleos atómicos, similares às 
orbitais atómicas35, 38-40: 
 



N
ii c
1
   (24) 
 
Daqui resulta que, durante a otimização da função de onda, os parâmetros a 
determinar são os coeficientes ic  utilizados na combinação linear, facilitando assim o 
cálculo matemático. O conjunto das funções utilizadas na construção das orbitais 
moleculares é usualmente designado por base de funções,  u , sendo cada uma das 
funções denominada função de base. Neste processo, Roothaan aplicou o método de 
combinação linear de orbitais atómicas às equações de HF, desenvolvendo um 
sistema de equações algébricas matriciais de valores próprios (equações de HF-
Roothaan), a partir das quais é possível determinar os valores dos coeficientes 
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envolvidos na construção de cada orbital molecular. Segundo este método, os termos 
de Coulomb e de permuta são incorporados numa matriz de densidade, a qual 
identifica o grau de contribuição de cada função de base para a função de onda total. 
Considerando que a matriz de densidade é definida pelos coeficientes que se 
pretendem calcular, e à semelhança dos métodos previamente descritos, a resolução 
das equações de HF-Roothaan efetua-se de modo similar, recorrendo a um processo 
variacional iterativo SCF, o qual se inicia com a utilização de uma matriz tentativa. 
Perante a utilização da base de funções mais completa possível, será construída a 
função de onda mais exata e, consequentemente, mais realista será o valor de energia 
que lhe está associado (energia limite do método de Hartree- Fock). 
 
2.2.6. Correlação eletrónica  
 
O principal problema que surge das soluções obtidas através do método de HF é que 
a energia total obtida é sempre maior do que a energia real. Isto está principalmente 
relacionado com o fato de no método HF se considerar que os eletrões se movem num 
campo eletrostático médio, e deste modo é omitido o movimento correlacionado de 
cada eletrão com os outros. A diferença entre a energia real e a energia de HF é 
designada por energia de correlação, corE . 
 
HFtotcor EEE   (25) 
 
A correlação constitui na maioria dos casos, cerca de 1% da energia total, mas, esse 
1% poderá ter uma grande influência nas propriedades calculadas para o sistema. A 
forma usual de introduzir a correlação é ter conta a excitação de um ou mais eletrões, 
de uma ou mais orbitais ocupadas, para uma ou mais orbitais virtuais de energia mais 
elevada.  
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TTDDSSHF  
Figura 2 – Possível repartição de eletrões para excitações virtuais individuais, duplas e triplas. 
 
Cada estado é descrito por um determinante de Slater, e a combinação deles origina a 
nova função tentativa que deverá estar mais próxima do sistema real do que a 
determinante original. 
 
  iiHF cc0   (26) 
 
onde a soma é sobre todos os estados "excitados" possíveis e i
c
são os coeficientes 
que definem a contribuição de cada estado excitado para a função de onda.  
 
2.2.7. Métodos pós-Hartree-Fock 
 
Os métodos pós-Hartree–Fock surgem com o objetivo de superar as limitações do 
método HF. Estes métodos adicionam correlação eletrónica, uma forma mais precisa 
de incluir as repulsões de eletrões. Relembra-se que no método HF as repulsões são 
somente tratadas como médias. Os métodos pós-HF podem ser divididos em 
Interação de Configurações, CI, (subcapítulo 2.2.7.1.), Teoria Perturbativa de 
Moller−Plesset, MP, (subcapítulo 2.2.7.2.) e Coupled Cluster, CC, (subcapítulo 
2.2.7.3.). Entre os três métodos pós-HF previamente citados, o método CI é o único 
que apresenta um comportamento variacional. 
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2.2.7.1. Interação de Configurações 
 
No método de Interação de Configurações41 a função tentativa é construída a partir de 
uma combinação linear de bases de funções, cujos coeficientes são otimizados de tal 
forma que a energia obtida seja mínima. Segundo este método, a caraterização 
completa da distribuição eletrónica envolve a inclusão e sobreposição de várias 
configurações distintas, nomeadamente de estados excitados, à configuração inicial 
obtida pelo método HF. A função de onda resultante adquire a forma: 
 
 
 

ocup
i
virt
r
ocup
ij
virt
rs
rs
ij
rs
ij
r
i
r
iHF ccc ...0  (27) 
 
onde i e j representam orbitais ocupadas na função de onda referência de HF, r e s 
são as orbitais moleculares virtuais em relação à configuração de HF e Φ constitui um 
conjunto de funções polieletrónicas ortonormais do tipo determinante de Slater. O 
primeiro somatório da expressão refere-se aos estados excitados de apenas um 
eletrão, o segundo inclui todos os estados excitados de dois eletrões, e assim 
sucessivamente…. 
As orbitais moleculares usadas para construir as determinantes de Slater de estados 
excitados são obtidas pelo método de HF. Perante sistemas eletrónicos não 
degenerados com orbitais duplamente ocupadas, de acordo com o método CI, 
qualquer função de onda antissimétrica e normalizável pode expandir-se numa série, 
cujas parcelas são os determinantes de Slater que são construídos a partir de um 
conjunto completo de funções monoeletrónicas. A função de onda adota a forma: 
 
...0   
S T
TT
D
DDSSHF cccc   (28) 
 
em que as siglas S, D e T correspondem a determinantes dos estados mono, di e 
tri,…, excitados, em relação à configuração de HF do estado fundamental. 
A qualidade dos resultados obtidos por este método depende do critério utilizado na 
escolha das funções de base monoeletrónicas utilizadas na expansão. No entanto, 
considerando o aumento fatorial do número de estados excitados com o tamanho da 
função de base utilizada, a aplicação deste cálculo fica reduzida a sistemas bastante 
pequenos. De forma a ultrapassar este problema, truncam-se o número de estados 
excitados utilizados no cálculo, isto é, incluem-se apenas as determinantes dos 
FCUP      40 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
primeiros (CIS), segundos (CISD), terceiros (CISDT) estados excitados e assim 
sucessivamente... Foi verificado que, relativamente ao método HF, só se obtêm 
melhores resultados a partir do método CISD, sendo este último dos mais usados. No 
entanto, esta melhoria só se verifica em sistemas pequenos, daí que, posteriormente 
Pople desenvolveu o método CISD quadrático (QCISD), que consiste na inclusão de 
termos quadráticos usando produtos de coeficientes de excitação dupla. Este método 
melhora a qualidade da energia de correlação obtida, podendo ser aplicado a sistemas 
de maior tamanho. 
 
2.2.7.2. Teoria Perturbativa de Moller−Plesset (MP) 
 
O método Teoria Perturbativa de Moller−Plesset 42, 43 fundamenta-se na teoria das 
perturbações, a qual se baseia no fato de que a solução de determinado problema 
pode diferir apenas ligeiramente de um outro problema cuja solução é conhecida. 
Segundo este método, o Hamiltoniano pode ser expresso pela soma de duas 
componentes: um Hamiltoniano de referência 0
H
 cuja solução é conhecida, e uma 
perturbação Vˆ  cuja contribuição deve ser pequena relativamente a 0
H
. A expressão 
do novo Hamiltoniano fica: 
 
VHHMP
ˆ
0   (29) 
 
em que   simboliza o grau de perturbação. É importante que a perturbação   
apresente um valor pequeno, para que a solução encontrada seja próxima da solução 
exata. Procura-se a convergência de uma série perturbativa, sendo ela de primeira, de 
segunda ou demais ordens. A expressão que representa a equação de Schrödinger 
adquire a forma:  
 
 WHMP   (30) 
 
Perante a inclusão de perturbações, as energias e as funções de onda derivadas 
destas, podem ser descritas sob a forma de uma expansão de Taylor em potências do 
parâmetro perturbacional  : 
 
...3
3
2
2
1
1
0
0  WWWWE   (31) 
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...3
3
2
2
1
1
0
0    (32) 
 
Quando λ = 0 , 0HHMP   e 0EW  , correspondendo à energia e à função de onda 
não perturbadas. ,..., 21   e ,..., 21 WW correspondem a correções de primeira, 
segunda ordem, e assim sucessivamente…. 
 
O Hamiltoniano de referência corresponde à soma dos operadores de Fock 
monoeletrónicos conforme equação (33) 



n
i
ifH
1
0
ˆ  (33) 
onde n corresponde ao número de bases de funções usadas e ifˆ é o operador de 
Fock.  
A função de onda 0

 representa o determinante de Slater da função de onda de HF 
cujas orbitais estão ocupadas, equação (34). As energias resultantes correspondem 
aos valores próprios do operador de Fock monoeletrónico. 
 
000  
ocup
i
iH  (34) 
 
É necessário corrigir o Hamiltoniano com o objetivo de evitar que as interações entre 
os eletrões repetidos sejam contabilizadas, tal como acontecia nos métodos de HF. 
Define-se assim o termo de correção, Tˆ . 
 
  
   







ocup
i
ocup
ij
ocup
ji
ocup
ji
ijij
ij
KJ
r
T
1
ˆ
2
1ˆ1ˆ
 (35) 
 
em que o primeiro termo indica o cálculo da repulsão eletrónica e o segundo 
corresponde aos operadores de Coulomb, Jˆ , e de permuta, Kˆ . 
 
Por aplicação da teoria de perturbação ao cálculo do Hamiltoniano de referência e 
adicionando o termo de correção de primeira ordem, MP1, obtém-se a energia que 
coincide com a energia que é obtida pelo método de HF.  
 
1WEHF   (36) 
FCUP      42 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
 
Pelo contrário, a correção de segunda ordem é determinada utilizando o conjunto 
completo de todas as funções próprias excitadas e valores próprios de 0
H
 de modo a 
obter uma estimativa da energia de correlação. Deste modo, distribuem-se os eletrões 
por todas as orbitais de HF, e após manipulação matemática a correção de energia de 
2ª ordem toma a seguinte forma: 
 
 

  


ocup
ij
virt
ab baji
bjaibaji
W
2
2

 (37) 
 
E a energia MP2 é definida por  
 
2102 WWWEMP    (38) 
 
As correções de ordem superior (ex: MP3, MP4,...) tornam-se muito exigentes 
computacionalmente, daí que apenas sejam utilizadas em sistemas muito pequenos. A 
maior limitação dos métodos MPn é o fato de assumirem que uma função de onda de 
ordem zero é uma boa aproximação para a função de onda real, considerando assim a 
contribuição do operador perturbacional muito pequena. Deste modo, enquanto o valor 
de energia obtido recorrendo ao método CI é sempre maior que o real, nos métodos 
MP os valores de energia calculados podem ser maiores ou menores que o valor real 
uma vez que o método não é variacional. No entanto, tendo em conta que o custo 
computacional exigido pelos métodos MPn é inferior ao método CI, e o fato de que 
para n=4 é possível incluir cerca de 95-98% de correlação na energia total do sistema, 
a utilização destes métodos em química computacional é muito comum. 
 
2.2.7.4. Coupled Cluster  
 
O método Coupled Cluster (CC), descreve a não relativista função de onda molecular 
no estado fundamental em termos da função de onda não perturbada HF e de um 
operador chamado cluster. O método coupled-cluster é normalmente apelidado como 
o método mais elegante do ponto de vista matemático, para o cálculo da energia de 
correlação.  
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A equação fundamental na teoria CC é: 
  
HF
T
CC e 
ˆ
  (39)  
 
em que o operador de cluster Tˆ é definido como  
 
nTTTTT
ˆ...ˆˆˆˆ 321    (40) 
 
 
e 
Te
ˆ
pode ser expandido numa série de Taylor como:  
 




0
32ˆ ˆ
!
1
...ˆ
6
1ˆ
2
1ˆ1
k
kT T
K
TTTe
 
 (41) 
 
Onde n é o número total de eletrões e os vários operadores de excitação Tˆ numa 
função de onda de HF geram os determinantes de Slater de todos os estados 
excitados possíveis.  
A expressão abaixo verifica-se para o estado 2Tˆ , (operador que gera os determinantes 
de slater para todos os estados de excitação dupla), em que os coeficientes t, 
designados por amplitudes, são calculados de modo a satisfazer a expressão: 
 

 

ocup
ij
virt
ab
ab
ij
ab
ijtT
2ˆ
 (42) 
 
Neste caso faz-se a aproximação 2
ˆˆ TT  e aplicando a expansão de Taylor à função 
exponencial da equação (39) obtém-se  
 
HFCCD
TT
T ...)
!3
ˆ
!2
ˆ
ˆ1(
3
2
2
2
2   (43) 
 
CCD implica Coupled Cluster com somente operador de excitação dupla. 
A equação de Schrödinger adota a seguinte forma  
 
FCUP      44 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
CCCCCC EH 
ˆ
  (44) 
 
Deste modo, após a determinação das amplitudes, a energia do sistema pode ser 
calculada usando a expressão  
 
  HF
T
HFCCCCCC eHdHE
ˆˆ* 
 (45) 
 
A limitação dos métodos CC está relacionada com o cálculo das amplitudes para todos 
os operadores incluídos em determinada aproximação. E embora este cálculo seja 
efetuado por um processo iterativo, torna-se moroso e computacionalmente difícil de 
efetuar. De forma a ultrapassar esta dificuldade, e à semelhança do que acontece no 
método CI, é comum truncar o operador Tˆ . Verificou-se que, a inclusão do operador 
1Tˆ , excitações simples, não melhora os resultados em relação aos obtidos pelos 
métodos HF. Deste modo, a aproximação mínima é obtida usando o operador 2Tˆ , 
Coupled Cluster Duplo – CCD). Por outro lado, se se usar o 21
ˆˆˆ TTT   (CCSD) não 
implica um esforço computacional muito maior, no entanto melhora significativamente 
o resultado, culminando num cálculo mais exato da energia de correlação. Tal como 
nos métodos CI, podem ser usadas determinantes de Slater de estados excitados 
triplos (CCT ou CCSDT), quádruplos, etc., mas o custo computacional torna-se 
exageradamente grande, e o cálculo é exequível apenas para sistemas muito 
pequenos, (até cerca de 20 átomos). 
Embora existam aparentes semelhanças entre os métodos CC e CI, estes são 
bastante diferentes entre si. No operador do método CC, os termos são agrupados de 
acordo com o estado excitado que geram. Os operadores  2Tˆ e 
2
1Tˆ geram, por exemplo, 
todos os determinantes de Slater de estados duplamente excitados. Segundo os 
resultados obtidos pelo método de CI, os termos de estados duplamente excitados são 
os mais importantes no cálculo da energia de correlação. Pelo contrário, o contributo 
dos termos dos estados de excitações simples é mínimo comparativamente aos 
estados excitados triplos e quádruplos. Pelo contrário, de acordo com o método CC, 
em estados duplamente excitados a contribuição do operador 
2
1Tˆ para o cálculo da 
energia de correlação é mínima, enquanto 2Tˆ  contribui significativamente. Em estados 
quadruplamente excitados a presença do termo 
2
2Tˆ  faz com que esta contribuição 
para o cálculo da energia de correlação seja dominante. A contribuição do termo 
2
2Tˆ  
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aumenta proporcionalmente com o número de eletrões, daí que a ausência deste 
termo no método CI faz com que o erro associado, no cálculo da energia de correlação 
do sistema, tenda a aumentar com o seu tamanho. 
 
2.2.7.5. Performance dos métodos pós-HF 
 
A Tabela 1 compara a performance computacional de vários métodos pós-HF, 
relativamente ao método HF, usando a mesma base de funções. Tal como seria de 
esperar, o método HF é o menos exigente computacionalmente. No entanto, foi 
comprovado que, no decorrer de otimização de geometrias, este método gera 
comprimentos de ligações mais curtos do que os reais, sendo o erro associado de 
aproximadamente 0,021 Å. Este erro pode ser minimizado usando um método com um 
nível teórico levemente superior (ex: MP2 diminui o erro para 0,015 Å), não exigindo 
assim um tempo computacional muito maior. Por outro lado, a utilização de métodos 
pós-HF com um nível muito elevado para efetuar otimizações de geometria são 
geralmente incomportáveis computacionalmente, daí que estes métodos costumam 
ser utilizados para calcular a energia final do sistema previamente otimizado com um 
nível teórico inferior. 
A qualidade dos resultados obtidos pelos diferentes métodos pode ser ordenada da 
seguinte forma: HF < MP2 ~ MP3 ~ CCD < CISD < MP4SDQ ~ QCISD ~ CCSD < MP4 
< QCISD(T) ~ CCSD(T). Por vezes, métodos com diferentes níveis teóricos 
apresentam performances computacionais sensivelmente idênticas. Deste modo, 
antes de se iniciar um cálculo computacional deve-se ponderar a qualidade dos 
resultados que é pretendida com as diferentes performance computacionais que os 
níveis teóricos oferecem. Por exemplo, é insensato utilizar o nível teórico MP3 ou 
CISD, quando níveis teóricos superiores, como o MP4SDQ, o CCSD ou o QCISD, 
podem ser efetuados com semelhante custo computacional. 
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Tabela 1 - Fatores de escalonamento de vários métodos teóricos, considerando uma função de onda com N funções de 
base. 
44
 
Fator de Escalonamento Método 
N
3
 DFT 
N
4
 HF 
N
5
 MP2 
N
6
 MP3, CIDS, MP4SDQ, CCSD, QCISD 
N
7
 MP4, QCISD(T) 
N
8
 MP5, CISD(T), CCSD(T) 
N
9
 MP6 
N
10
 MP7, CISDTQ 
 
2.3. Teoria do Funcional da Densidade (DFT)  
 
A teoria DFT é baseada na densidade eletrónica, e não em funções de onda como a 
teoria HF. A densidade eletrónica pode ser facilmente encontrada, quer por meios 
experimentais de difração de raio-X, quer por meios teóricos. Ao utilizar a densidade 
eletrónica exata juntamente com o coreto operador Hamiltoniano, a energia do sistema 
pode ser calculada exatamente.  
 
2.3.1. Teoremas de Hohenberg e Kohn  
 
Em 1964, Hohenberg e Kohn estabeleceram dois teoremas fundamentais que 
marcaram o início do DFT “moderno”.45, 46 (Escrevo DFT “moderno” porque o conceito 
de densidade funcional surgiu pela primeira vez no final de 1920, implícito nos 
trabalhos desenvolvidos por E. Fermi e L.H. Thomas47 que introduziram a ideia de 
funcional da densidade, expressando a energia total de um sistema como uma função 
da densidade eletrónica). 
 
O primeiro teorema enuncia que «qualquer propriedade dum sistema no estado 
fundamental (não degenerado) pode ser calculado, em principio de forma exata, a 
partir da densidade eletrónica do estado fundamental», isto é qualquer propriedade 
pode ser escrita como um funcional da densidade eletrónica do estado fundamental.  
Para demonstrar este teorema, Hohenberg e Kohn mostraram que é possível obter o 
potencial externo, )(rVext

, a partir da densidade eletrónica. Desta forma, o 
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conhecimento das posições nucleares, ou seja do potencial externo, )(rVext

 , e o 
número de eletrões fixa obviamente o Hamiltoniano e como consequência a função de 
onda do estado fundamental, ou seja obtém-se a seguinte correlação: 
 
000
ˆ EHVext   (46) 
 
Onde o índice “0” representa o sistema no seu estado fundamental. Desta forma, é 
possível obter todas as propriedades do estado fundamental como funcionais da 
densidade eletrónica (ou seja como funcionais do potencial externo e do número de 
eletrões). O mesmo raciocínio pode ser aplicado a estados excitados, pois tanto as 
propriedades como a estrutura eletrónica podem ser retiradas do Hamiltoniano.  
Para o estado fundamental, a energia do sistema é descrita do seguinte modo:  
 
     0000  Neee EETE   (47) 
 
Os  T  e  eeE  são independentes das variáveis N, número de eletrões, Z, carga 
nuclear e R, distância núcleo-eletrão, ao contrário do que acontece com a equação de 
Schrödinger. O termo 
 NeE  é dependente destas variáveis. Com isto, a equação 
anterior pode ser escrita do seguinte modo 
 
    )()(0000 rdVrETE Neee

 
funcionais  universalmente
válidos
dependente do sistema
 (48) 
 
A parte independente do funcional está reunida no funlcional de Hohenberg-Kohn:  
 
      eeHK ETF   (49) 
 
Se o funcional HKF for conhecido de modo exato, permitirá o cálculo de 0
E
. No entanto, 
as formas explícitas dos dois termos que compõem este funcional são desconhecidas. 
eeE  pode ser separado em dois termos: a parte Coulombica e um termo contendo 
todas as contribuições não clássicas para as interações eletrão-eletrão.  
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      nclee EJE   (50) 
 
O segundo teorema de Hohenberg-Kohn resulta da aplicação da teoria variacional à 
densidade eletrónica. Quando uma densidade eletrónica aproximada, )(
~ r

 , é usada 
associada a um potencial externo, ext
V
, a energia resultante, tal como no HF, será 
sempre maior ou igual do que a energia exata do estado fundamental. 
 
        exataeeNe EEETE  
~~~~
 (51) 
 
2.3.2. A aproximação de Kohn-Sham  
 
Os teoremas de Hohenberg-Kohn sugerem que uma vez obtida uma função de 
densidade é possível determinar o Hamiltoniano, e desta forma a função de onda. 
Tendo em mãos o Hamiltoniano e a função de onda todas as propriedades do sistema 
podem ser determinadas facilmente. No entanto, tal como já foi discutido este 
processo torna-se proibitivo para sistemas quimicamente interessantes devido à 
dificuldade inerente ao cálculo da interação intereletrónica. Além disso, apesar do 
primeiro teorema provar que a cada densidade eletrónica distinta deve corresponder 
um valor de energia diferente, o funcional que liga as duas quantidades (a densidade 
eletrónica e a energia do sistema) não é conhecido. 
Em 1965, Kohn e Sham verificaram que a maior parte dos problemas estavam 
relacionados com a forma como a energia cinética era descrita.46 Para resolver o 
problema propuseram a introdução de um sistema fictício construído a partir de um 
conjunto de orbitais (funções de um eletrão) onde os eletrões não estão a interagir. 
Dividiram a energia total do sistema nas seguintes partes:  
 
          XCextS EdrrrJrVTE )()(ˆ)(ˆ  (52) 
 
 ST  corresponde à energia cinética eletrónica para o sistema hipotético, com   
equivalente ao sistema real mas para os eletrões sem interação. )(ˆ rJ representa a 
clássica interação de Coulomb entre eletrões e extVˆ , que como apresentado 
anteriormente é o potencial proveniente do núcleo:  
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 
 '
'
)'(
)(ˆ dr
rr
r
rJ

 (53) 



A A
A
ext
rR
Z
Vˆ
 (54) 
 
r e r’ representam as coordenadas dos 2 eletrões. A computação da energia cinética 
pode ser expressa em termos da soma sobre N funções monoeletrónicas:  
 
  


N
i
iiST
1
2
2
1
  (55) 
 
Finalmente, XCE , é normalmente denominado por energia de permuta e correlação e 
para além de contribuir com os efeitos de permuta e de correlação eletrónica, deve 
compensar as aproximações adoptadas no cálculo dos outros termos, fazendo uma 
correção à energia cinética que contabilize a natureza interatuante dos eletrões no 
sistema rea.  
 
Um novo Hamiltoniano pode ser criado tendo em conta apenas o sistema sem 
interação.  
 
 
N
i
N
i
rSiS i
VH )(
2
2
1ˆ   (56) 
 
Funções monoeletrónicas são reintroduzidas na Teoria do Funcional da Densidade na 
forma das orbitais de Kohn-Sham, i . À semelhança do que acontece com HF, estas 
orbitais são determinadas por:  
 
iii
KSf  ˆ   (57) 
 
com  
)(
2
1ˆ 2 rVf S
KS 
 
 (58) 
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onde KSfˆ é um operador monoeletrónico , designado por operador de Kohn-Sham e 
as correspondentes orbitais são designadas por orbitais de Kohn-Sham. )(rVS

 
descreve o potencial efetivo do sistema de referência sem interação. O sistema sem 
interação é relacionado com o sistema real, escolhendo um potencial efetivo, SV , tal 
que:  
 
 
N
i
iS rrr )()()( 0
2 
  (59) 
 
No sistema original:  
 
          XCNeSDFT EJETE    (60) 
 
onde  
 
              nclCeeSXC ETJETTE  )()(  (61) 
 
Deste modo, torna-se possível calcular a maior parte da energia cinética (o resto 
sendo fundido na repulsão eletrão-eletrão não clássica). O funcional de Hohenberg-
Kohn apresenta-se então da seguinte forma:  
 
       )()()()( rErJrTrF XCS

 
 (62) 
 
onde XCE contém a energia cinética residual e os termos de repulsão. 
 
Como mencionado anteriormente, XCE  é o único termo da equação desconhecido. 
Para modelá-lo é necessário introduzir aproximações. No subcapítulo seguinte, serão 
descritos diferentes métodos que permitem modelar o funcional. 
 
 
 
2.3.3. Funcionais  
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Conforme verificado anteriormente, o funcional XCE contém as contribuições não-
clássicas para a energia potencial devido à interação eletrão-eletrão e à diferença de 
energia cinética entre o sistema real e o sem interação. Os funcionais descritos neste 
subcapítulo 2.3.3. representam diferentes aproximações a este funcional de permuta e 
correlação. O desenvolvimento de novos funcionais é uma área de investigação em 
plena atividade.  
 
2.3.3.1. LDA: Local Density Approximation  
 
Os funcionais locais (Local Density Approximation - LDA) dependem explicitamente da 
densidade (ou densidade de spin), sendo esta tratada localmente como uma nuvem 
eletrónica distribuída de forma uniforme. Para além de serem os mais simples, 
assumem que a densidade de energia num ponto só depende do valor de ρ nesse 
ponto.  
Esta é a base para a maioria dos funcionais de permuta e correlação. O valor 
constante da densidade eletrónica não reflete a rápida variação de densidades de uma 
molécula. Apesar de o LDA ser uma aproximação grosseira, é o único sistema para o 
qual a densidade eletrónica é definida por VN / , (N representa o número de 
eletrões e V representa o volume do gás), e a forma dos funcionais das energia de 
correlação e permuta é conhecida exatamente ou com uma exatidão muito elevada. 
No caso de sistemas em camada aberta a densidade eletrónica,  , é substituída 
pelas densidades eletrónicas de spin BA  ,  e BA   . Esta aproximação é 
designada por local spin density approximation, LSDA. Um exemplo muito conhecido 
de um funcional LDA é o desenvolvido por Vosko, Wilk e Nusair, VWN, baseado em 
cálculos de Monte Carlo de elevado nível quântico.48  
Esta classe de funcionais fornece bons resultados em metais, que apresentam uma 
densidade eletrónica relativamente constante. No entanto, é ineficiente em sistemas 
moleculares cuja densidade eletrónica varie significativamente em função das 
coordenadas espaciais. Isto porque, o fato de recorrer a uma nuvem eletrónica 
uniformemente distribuída implica que num sistema polieletrónico, qualquer eletrão 
sinta sempre o mesmo campo (efeitos de permuta e de correlação) produzido pelos 
restantes eletrões em qualquer parte da molécula. 
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2.3.3.2. GGA: Generalized Gradient Approximation  
 
O LDA pode ser considerado como uma aproximação de ordem zero, mas o LDA 
descreve mal as energias e por isso um novo tipo de funcional foi introduzido: 
generalized gradient approximation. Estes funcionais incluem o gradiente de 
densidade eletrónica,  . O uso do gradiente de densidade eletrónica descreve de 
uma forma bastante melhor a falta de homogeneidade da densidade eletrónica. 
 
O GGA é normalmente dividido nos termos de permuta e de correlação que, poderão 
ser resolvidos individualmente.  
 
GGA
C
GGA
X
GGA
XC EEE   (63) 
 
Abaixo é apresentada uma lista, não exaustiva de alguns dos funcionais GGA 
frequentemente usados em química computacional.  
 
 B é um funcional de permuta, desenvolvido por Becke.49 É uma correção 
gradiente para a energia de permuta LSDA. Inclui um único parâmetro baseado 
em dados atómicos conhecidos a partir de átomos de gases raros.  
 P86 é um funcional de correlação, desenvolvido por Perdew.50 É uma correção 
gradiente popular para LSDA que inclui um parâmetro empírico ajustado para o 
átomo de néon.  
 PW91 é um funcional de permuta e correlação desenvolvido por Perdew e 
depois por Perdew, Wang e Burke.51, 52 É uma modificação do funcional P86. 
 B95 é um funcional de correlação (para meta-GGA, abordado no subcapítulo 
seguinte), desenvolvido por Becke, não contém quaisquer parâmetros 
empíricos e trata melhor o erro de autointeração.53  
 PBE é um funcional de permuta e correlação desenvolvido por Perdew, Burke 
e Ernzerhof. 54  
 LYP é um funcional de correlação desenvolvido por Lee, Yang e Parr.55É dos 
funcionais de correlação mais usados. Contém quatro parâmetros empíricos 
ajustados para o átomo de hélio.  
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A partir dos funcionais GGA atrás mencionados é feita uma combinação entre 
funcionais de permuta e correlação para descrever completamente os sistemas. 
Algumas das combinações mais comuns são: BLYP, BP86 e BPW91.  
 
2.3.3.3. Meta-GGA 
 
Os funcionais meta-GGA são uma expansão do GGA normal. O meta-GGA inclui o 
laplaciano da densidade eletrónica ou a densidade de energia cinética local, 
2 , 
para além do gradiente  usado nos GGA. São funcionais meta-GGA comuns os 
BB9553 e os PBEKCIS.54  
 
2.3.3.4. Funcionais híbridos  
 
Os tipos de funcionais apresentados anteriormente apresentam um problema porque a 
parte de permuta é descrita de uma forma pobre, devido a problemas de autoiteração 
eletrónica. Por outro lado, a energia de permuta no HF pode ser definida exatamente. 
Com efeito, misturar permuta de HF e DFT seria uma abordagem alternativa para 
descrever a energia de permuta. No entanto, usar a correlação proveniente do DFT e 
a permuta do HF dá maus resultados (pior que GGA). Uma primeira abordagem para 
este problema será reagrupar as partes de permuta e correlação, e assim poderá ser 
obtido um funcional que origina melhores resultados que os funcionais GGA.56 A 
solução final para este problema é o uso de uma combinação de HF, GGA e LSDA 
para descrever as partes de permuta e correlação do funcional híbrido. Normalmente 
funcionais híbridos são compostos por uma mistura de permuta de HF, permuta DFT e 
ainda correlação DFT. A contribuição dominante para estes funcionais, por norma, é 
proveniente de funcionais GGA, sendo por isto frequentemente chamados de 
funcionais GGA híbridos.  
 
 B3 contém permuta HF, (percentagem de permuta HF de 20%), e é um 
funcional de permuta desenvolvido por Becke.57 É uma combinação de 
funcionais LSDA e GGA.  
 PBE0 também chamado PBE1PBE, foi desenvolvido por Adamo e Barone.58 É 
uma combinação de 75% do funcional PBEGGA e 25% de permuta HF. 
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 B9759 foi desenvolvido por Becke e depois modificado por Becke e Schmider, 
B9860. Ao contrário dos PBE0 e B3, B97 e B98 são funcionais meta-GGA 
híbridos, em vez de GGA. Eles contêm uma parte de permuta proveniente do 
método HF (de 21 e 21,98%, respetivamente). 
 
Para descrever corretamente o termo de permuta e correlação, é necessário combinar 
funcionais de permuta e de correlação de modo a obter um funcional híbrido como: 
B1B9553, B1LYP61 e B3P8650.  
 
Um exemplo muito conhecido de uma combinação de permuta e correlação é o 
B3LYP55. O funcional B3LYP é uma mistura entre funcionais LDA e GGA obtidos a 
partir dos métodos DFT e ainda permuta de HF, conforme apresentado abaixo57:  
 
9188
0
3 )( PWCC
B
XX
LSDA
X
HF
X
LSDA
XC
LYPB
XC EaEaEEaEE   (64) 
 
Onde 0
a
=0,20; Xa =0,72 e C
a
=0,81. São três parâmetros empíricos determinados pelo 
ajuste a valores previstos para um conjunto de energias de atomização, potenciais de 
ionização, afinidades protónicas e energias atómicas totais.  
 
2.3.3.5. Funcionais de densidade híbridos duplos 
 
Grimme introduziu recentemente a família de funcionais de densidade híbridos duplos 
(double-hybrid, DH)62, 63. Os funcionais DH combinam permuta HF e semilocal (GGA e 
m-GGA) com correlação MP2 e semilocal, conforme equação abaixo:  
 
    2)1()1( MPCCCCXX
HF
XX
DH
XC EanEanEaEaE   (65) 
 
onde os três primeiros termos são calculados num cálculo KS híbrido auto-consistente, 
e o último termo perturbativo, avaliado com as orbitais obtidas anteriormente, é 
adicionado à posteriori. O funcional B2PLYP, por exemplo, é obtido escolhendo o 
Becke 88 como funcional de permuta,  nEX , e o LYP como funcional de correlação, 
 nEC . Os parâmetros empíricos Xa e Ca  adquirem os valores 0,53 e 0,27, 
respetivamente. O DH mPW2-PLYP, outro exemplo, usa o funcional de permuta mPW 
e tem parâmetros com valores muito semelhantes ao anterior, Xa =0,55 e Ca =0,27. 
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Os funcionais DH permitem obter resultados muito rigorosos, ver por exemplo um 
estudo de Sharkas et al. de 201164.  
 
2.3.3.6. Correções de dispersão 
 
Várias abordagens para os efeitos de dispersão no DFT têm sido propostas na 
literatura. Uma revisão interessante foi recentemente efetuada por Grimme 201165. 
Entre as abordagens atualmente disponíveis, estão os funcionais parametrizados de 
modo a ter em conta alguma dispersão, como o funcional M06-2X, e os termos 
corretivos adicionados aos DFT, como o DFT-D66 e o DFT-D367, que introduzem um 
termo corretivo para a dispersão ao DFT “original”. A correção DFT-D3 relativamente à 
DFT-D carateriza-se por conter “mais ingredientes ab initio e menos empirismo”68.  
 
2.3.3.7. Lista de funcionais DFT 
 
Neste subcapítulo é apresentada uma lista de funcionais DFT disponíveis e 
frequentemente usados. De salientar que a investigação de novos e melhores 
funcionais é uma área em plena atividade.  
 
Tabela 2 – Lista de alguns dos funcionais DFT mais populares, agrupados por tipo de funcionais.  
Funcional Tipo HF%  
BPBE
49, 54
 GGA 0 
G96LYP
55, 69
 GGA 0 
BPW91
49, 70
 GGA 0 
HCTH147
71
 GGA 0 
OLYP
55, 72
 GGA 0 
HCTH407
71
 GGA 0 
B97-D
66
 GGA 0 
MPWPW91
70, 73
 GGA 0 
PBE1W
54, 74
 GGA 0 
BP86
49, 50
 GGA 0 
HCTH93
71
 GGA 0 
B1LYP
49, 55, 61
 h-GGA 25 
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PBE1PBE
54
 h-GGA 25 
CAM-B3LYP
75
 h-GGA 19/65
**
 
B97-1
71
 h-GGA 21 
B3P86
49, 50, 53
 h-GGA 20 
CAM-B3LYP-D3
67, 75, 76
 h-GGA 19/65
**
 
B3LYP
49, 53, 55
 h-GGA 20 
B98
60
 h-GGA 21,98 
B3LYP-D
57, 66, 77
 h-GGA 20 
B3LYP-D3
49, 53, 55, 76
 h-GGA 20 
B3PW91
49, 53, 70
 h-GGA 20 
MPW3LYP
55, 70, 73
 h-GGA 21,8 
MPW1PW91
70, 73
 h-GGA 25 
O3LYP
55, 72, 78
 h-GGA 11,61 
MPW1S
70, 73, 79
 h-GGA * 
BHandH
49, 55
 h-GGA 50 
wB97X-D
80, 81
 h-GGA 22,20/100
**
 
BHandHLYP
49, 55
 h-GGA 50 
XYG3
82, 83
 hh-GGA 80,33 
B2PLYP
62
 hh-GGA 53 
MPW1B95-D3
50, 53, 67, 73, 84
 hm-GGA 31 
MPW1B95
50, 53, 73, 84
 hm-GGA 31 
B1B95-D3
49, 53, 67, 76
 hm-GGA 28 
BMK
85
 hm-GGA 42 
BMK-D3
67, 76, 85
 hm-GGA 42 
M06-2X
86, 87
 hm-GGA 54 
B1B95
49, 53
 hm-GGA 28 
PBE1KCIS
54, 88, 89
 hm-GGA 22 
M06
86, 87
 hm-GGA 27 
MPW1KCIS
70, 73, 89, 90
 hm-GGA 15 
TPSS1KCIS
89, 91, 92
 hm-GGA 13 
TPSSh
91
 hm-GGA 10 
MPWB1K
93
 hm-GGA 44 
BB1K
49, 53, 94
 hm-GGA 42 
M06-L
95, 96
 m-GGA 0 
VSXC
97
 m-GGA 0 
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TPSSTPSS
91
 m-GGA 0 
TPSSLYP1W
55, 74, 91
 m-GGA 0 
MPWKCIS
70, 73, 89
 m-GGA 0 
BB95
49, 53
 m-GGA 0 
* - indisponível 
 
2.4. Base de Funções  
 
Uma das aproximações inerentes a praticamente todos os métodos ab initio e de uma 
grande parte das formulações DFT usadas na química quântica é a introdução de um 
conjunto de funções de base.  
As orbitais atómicas passam assim a ser descritas por funções matemáticas que 
caraterizam adequadamente o comportamento da função desconhecida e que são de 
fácil resolução devido a simplificações, por exemplo, nos termos radiais. Assumindo 
que, quanto maior for o número de funções utilizadas, melhor será esta descrição, a 
escolha do conjunto de funções de base é assim primordial. Idealmente, a base de 
funções deveria ser completa, permitindo obter qualquer função arbitrária por 
combinação linear das funções constituintes. No entanto, para isso deveria ter um 
número muito grande, geralmente infinito de funções, o que é incomportável 
computacionalmente. A diferença de energia calculada com uma determinada base de 
funções e com uma base de funções completa denomina-se por erro de truncagem da 
base de funções. Tendo em conta que o tempo de computação escala 
proporcionalmente à quarta potência (no HF) do número de funções de base, pelo 
menos, é conveniente escolher uma base de funções com um tamanho que 
corresponda ao melhor compromisso possível entre a exatidão do cálculo e o custo 
computacional requerido.  
 
2.4.1. Orbitais do tipo Slater (STOs) e do tipo Gaussian (GTOs) 
 
As funções de base podem ser divididas em dois tipos principais: 
 
• STOs, orbitais do tipo Slater, têm uma dependência exponencial do tipo re   e na 
sua expressão matemática estão muito próximas da AO hidrogenoide. 
 
),(1     lm
rnSTO YeNr  (66) 
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onde N é um fator de normalização,  é o expoente, r,  e  são coordenadas esféricas 
e lm
Y
 corresponde a uma função angular, dependente das coordenadas angulares, 
(função que descreve a "forma"). Finalmente n, l e m são os números quânticos 
clássicos: principal, momento angular e magnético, respetivamente.  
 
• GTOs, orbitais do tipo Gaussian, têm uma dependência exponencial do tipo 
2re   
 
21 rnmGTO ezyNx    (67) 
 
onde N é, como anteriormente, um fator de normalização, x, y e z são coordenadas 
cartesianas.  
 
As STOs descrevem de um modo muito próximo o comportamento das orbitais do 
hidrogénio atómico porque têm um pico em r=0 e um correto decaimento exponencial 
para valores grandes de r. Em contraste, as GTOs, não apresentam um pico em r=0 e 
decaem rapidamente para grandes valores de r. Apesar disto, as GTOs apresentam 
um melhor compromisso exatidão/tempo de computação devido ao fato de que o 
produto de três ou quatro GTOs centradas em pontos diferentes pode ser calculado 
analiticamente. Este não é o caso para as STOs, onde os integrais a três e quatro 
centros consomem muito tempo porque não são calculáveis analiticamente. Podem 
ser combinadas várias GTOs de modo a aproximarem-se a uma STO, e isto foi 
provado ser mais eficiente do que usar funções STO.  
Em geral, combina-se a eficiência computacional das GTOs com a correta descrição 
radial das STOs, desenvolvendo-se bases de funções que utilizam STOs 
aproximadas, construídas a partir da combinação linear de GTOs. Estas são 
usualmente denominadas de funções gaussianas contraídas (Contracted Gaussian 
Type Orbitals -CGTO), em que cada GTO constituinte se designa por primitiva 
gaussiana (Primitive Gaussian Type Orbitals - PGTO). A classificação das funções 
CGTO depende do número de funções usadas na representação de uma orbital. O 
fato de se utilizar um número finito de primitivas faz com que as CGTOs sejam 
imperfeitas, possibilitando assim o aparecimento de erros no cálculo das energias 
absolutas. No entanto, em química computacional, em cálculos de energias relativas, 
(como por exemplo cálculos de energias de reação e de energias de ativação), se se 
mantiver constante a função de base usada, este erro é em grande parte cancelado.  
Existem dois métodos de contração normalmente usados para gerar conjuntos de 
CGTO, nomeadamente a contração segmentada (cada PGTO só faz parte de uma 
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única CGTO) e a contração generalizada (todas as PGTO fazem parte de todas as 
funções de base contraídas, embora com contribuições diferentes). O uso de um 
esquema de contração generalizado pode ser muito eficiente uma vez que os integrais 
bieletrónicos, que envolvem sempre as mesmas primitivas, podem ser calculados uma 
única vez e armazenados. Para além disso, é vantajoso na medida em que permite a 
extrapolação para o limite de uma base completa de funções.  
 
2.4.2. Base de funções miníma e funções de múltiplo-ζ 
 
As funções de base single-ζ, SZ, ou base de funções mínima, são aquelas de menor 
dimensão, em que apenas uma função de base, resultante da combinação de n 
primitivas, representa cada orbital atómica, desde o cerne até à valência. As funções 
de múltiplo-ζ são constituídas por uma combinação linear com mais do que uma 
função de base para cada orbital atómica, sendo a sua multiplicidade definida pelo 
número de funções utilizadas. O aumento do número de funções de base para 
descrever cada orbital possibilita uma melhor descrição da distribuição eletrónica. Por 
exemplo, uma função de duplo zeta, (double-ζ, DZ), utiliza duas funções de base para 
descrever cada orbital atómica, estando geralmente uma concentrada no núcleo, 
enquanto a outra possibilita que a densidade eletrónica se encontre mais afastada. 
Surgem assim, sucessivamente, as funções de base de triplo-ζ, de quádruplo-ζ, de 
quíntuplo-ζ e de sêxtuplo-ζ (triple-ζ basis set, TZ, quadruple-ζ basis set, QZ, quintuple-
ζ basis set, 5Z, sextuple-ζ basis set, 6Z, respetivamente). Daqui deriva a multiplicidade 
da base de funções que se refere ao número de funções de base que são usadas para 
descrever cada orbital atómica. Do ponto de vista químico pode-se dizer que as 
funções de base de zeta múltiplo permitem ajustar, de forma eficiente, a dimensão das 
orbitais. Por outro lado, as bases do tipo TZ conferem já um erro de truncagem da 
base de funções relativamente pequeno, próximo da exatidão química, (chemical 
accuracy), ou seja, próxima de 1 kcal/mol quando se calculam energias relativas 
(como energias de reação, energias de ativação, energias de atomização, etc). No 
entanto, realça-se o fato de que cálculos com bases mais sofisticadas são mais 
demorados, bem como necessitam de um maior espaço de memória e 
armazenamento em disco. Na prática, no estudo da quebra de uma ligação química, 
por exemplo, as orbitais do cerne dos átomos são pouco afetadas pelas mudanças 
nas ligações químicas, sendo assim indiferente recorrer a funções de single-ζ ou 
múltiplo-ζ para construir as respetivas orbitais moleculares.  
 
FCUP      60 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
2.4.3. Bases de funções de valência desdobrada 
 
Pelo contrário, as orbitais de valência dependem fortemente da ligação química, sendo 
neste caso, plenamente apropriado utilizar funções de múltiplo ζ na sua construção. 
De forma a contornar este fato surgem então as bases de funções de valência 
desdobrada (split-valence basis sets), tais como a VDZ (Valence Double Zeta), isto é 
funções de base double-ζ (DZ) aplicadas apenas às orbitais de valência, as VTZ 
(Valence Triple Zeta), e assim sucessivamente… 
 
2.4.4. Série de bases minímas STO-nG 
 
Pople, Hehre e Stewart desenvolveram a série de bases mínimas de funções 
conhecida pela sigla STO-nG, orbitais de Slater Aproximadas por n gaussianas, em 
que n representa o grau de contração e pode adotar os valores 2-6, ajustando uma 
combinação linear de duas a seis GTO à construção de uma STO. Quanto maior o 
valor de n melhor a aproximação da contração e, por consequência, exige um custo 
computacional maior. Em geral, uma combinação linear de três GTO já descreve 
bastante bem uma STO. Há várias nomenclaturas para explicitar a composição de 
uma base de funções em termos do seu desdobramento, multiplicidade e contração.  
A nomenclatura mais simples e popular foi a já mencionada nomenclatura de Pople, 
como o exemplo STO-nG. De forma a indicar as contrações efetuadas, usa-se a 
seguinte notação: parênteses curvos para exprimir o conjunto de PGTO usadas na 
descrição dos átomos pesados /átomos de hidrogénio, e parênteses retos para 
exprimir o conjunto de CGTO resultantes das primeiras. Foi demonstrado que o valor 
de n=3 propícia um bom compromisso entre a qualidade dos resultados e o custo 
computacional requerido (STO-3G). Nesta função de base, (6s3p/3s) → [2s1p/1s] 
indica que para os átomos pesados do 2º periodo, 6 PGTO do tipo s foram contraídas 
formando 2 CGTO do tipo s e 3 PGTO do tipo p foram contraídas formando 1 CGTO 
do tipo p; enquanto para os átomos de hidrogénio, 3 PGTO do tipo s foram contraídas 
formando 1 CGTO do tipo s.  
2.4.5. Bases do tipo K-nlmG 
 
Um segundo exemplo consiste nas bases do tipo k-nlmG, igualmente desenvolvidas 
por Pople e colaboradores. Nesta nomenclatura, k indica o número de PGTO que são 
utilizadas na descrição das orbitais dos eletrões do cerne, enquanto as siglas nlm 
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indicam quantas gaussianas descrevem cada orbital de valência, assim como quantas 
PGTO são utilizadas para construir as gaussianas contraídas. Por exemplo, a base de 
funções de valência decomposta 3-21G indica que, as orbitais atómicas do cerne são 
descritas pela combinação de três PGTO, enquanto as orbitais de valência são 
compostas por duas gaussianas contraídas: uma de decaimento mais rápido 
caraterizada por duas PGTO e outra de decaimento mais lento descrita apenas por 
uma PGTO. Verifica-se que nas orbitais do cerne esta função de base possui o 
mesmo número de primitivas do que a função de base STO-3G anteriormente referida. 
No entanto, ela inclui o dobro de funções descontraídas nas orbitais de valência, 
tornando-a assim muito mais flexível. 
 
Em química computacional, as split-valence comummente usadas são as funções 6-
31G e 6-311G, onde as funções do cerne são contraídas a partir de 6 primitivas, 
enquanto as de valência recorrem a 1 função contraída com 3 primitivas e 1 função 
GTO simples, (6-31G), ou 1 função contraída de 3 primitivas e 2 funções GTOs 
simples, (6-311G).  
 
2.4.6. Funções de polarização 
 
As bases de funções são semelhantes às orbitais atómicas, e como tal descrevem 
adequadamente átomos isolados. No entanto, são imperfeitas na descrição das 
modificações da densidade eletrónica resultantes da presença de outros átomos. De 
modo a ultrapassar esta dificuldade, foi introduzida maior flexibilidade das funções 
matemáticas utilizadas na construção das orbitais moleculares. Para isso, adicionam-
se à base de funções as chamadas funções de polarização, que consistem em GTO 
correspondentes a orbitais com um número quântico de momento angular superior ao 
da orbital de valência de cada elemento, (Figura 3). Daqui resulta que as funções de 
polarização adicionadas para descrever átomos de carbono ou oxigénio serão GTO 
tipo d, enquanto para descrever uma molécula de hidrogénio serão funções GTO tipo 
p. Estas possibilitam a distorção da nuvem eletrónica de forma a aperfeiçoar a 
descrição da ligação química entre os dois átomos. É possível aumentar ainda mais a 
flexibilidade matemática adicionando mais funções de polarização, como por exemplo, 
GTO tipo d para os átomos de hidrogénio e do tipo f para átomos pesados do 2º 
período. No entanto, este acréscimo de exatidão no cálculo requer um maior custo 
computacional.  
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Figura 3 - Em cima: polarização de uma orbital s por uma orbital p; Em baixo: polarização de uma orbital p por uma 
orbital d. λ representa a magnitude da contribuição da função de polarização, (o coeficiente usado na combinação 
linear entre ambos).  
 
A informação relativa à utilização das funções de polarização é acrescentada à 
nomenclatura da base de funções entre parêntesis, que indicam os tipos de orbitais 
incluídas. Deste modo, a base de funções de triplo-ζ 6-311G(3df,3pd) inclui 3 
conjuntos de GTO tipo d e um de tipo f para os átomos pesados e 3 conjuntos de GTO 
tipo p e um de tipo d para os átomos de Hidrogénio. Pople sugeriu igualmente a 
utilização do símbolo *, que corresponde à adição de funções de polarização tipo d 
para os átomos pesados. Por consequência, as bases de funções de dúplo-ζ 6-31G(d) 
e de dúplo-ζ 6-31G* são equivalentes.  
 
2.4.7. Funções difusas 
 
Em determinadas situações, tais como estudos de espécies iónicas, estados 
eletrónicos altamente excitados ou complexos supramoleculares, as orbitais 
moleculares de maior energia estão bastante difusas no espaço, pelo que a sua 
descrição deve permitir que um eletrão fracamente ligado se possa situar longe da 
restante densidade eletrónica. De modo a aperfeiçoar esta descrição, adicionam-se 
funções difusas, que são caraterizadas por expoentes baixos (componente radial 
diferente) permitindo assim um decaimento mais lento com o aumento da distância ao 
núcleo. A adição destas funções difusas é indicada na nomenclatura das bases de 
funções de Pople através do sinal “+”: a presença de um sinal indica a adição de uma 
função difusa tipo s e de um conjunto tipo p para a descrição dos átomos pesados (ex. 
6-31+G). A presença de dois sinais “+” indica a inclusão adicional de uma função 
difusa tipo s para os átomos de Hidrogénio (ex. 6-311++G). 
As bases de funções consistentes na correlação foram desenvolvidas por Dunning e 
são representadas pela sigla cc-pVXZ, onde cc-p significa correlation consistent 
polarized e XZ pode simbolizar qualquer uma das siglas: DZ (double- ζ), TZ (triple- ζ) e 
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assim sucessivamente… Segundo estas, as funções que contribuem com uma energia 
de correlação semelhante são incluídas no mesmo estágio, independentemente do 
seu tipo. O objetivo principal destas bases de funções consiste em recuperar a energia 
de correlação dos eletrões de valência. Para além disso, a inclusão de funções difusas 
em todos os átomos neste tipo de funções de base é representada pelo prefixo “aug”. 
Por exemplo, a notação aug-cc-pVDZ, inclui funções difusas nas orbitais s, p e d para 
os átomos pesados e funções difusas s e p para os átomos de hidrogénio. É também 
possível adicionar funções localizadas (tight functions), que são o inverso das funções 
difusas, têm expoentes grandes e um decaimento muito rápido com a distância ao 
núcleo. Estas funções descrevem rigorosamente a distribuição eletrónica próxima do 
núcleo, o que pode ser importante para o cálculo de constantes de acoplamento 
hiperfino ou outras propriedades que dependam significativamente da distribuição 
eletrónica próxima do núcleo. A adição de funções localizadas é denotada pela letra 
“C” antes da especificação da multiplicidade (por exemplo, cc-pCVTZ). As funções de 
Dunning são vantajosas relativamente às de Pople, na medida em que não incluem 
restrições nos expoentes das orbitais s e p, aumentando assim a flexibilidade da 
função, bem como o custo computacional requerido. E têm ainda a vantagem de 
convergir consistentemente para o limite da base completa de funções, quando 
associadas a métodos de cálculo do tipo Coupled Cluster. Deste modo, é possível 
calcular a energia com um certo número de funções de base deste tipo e 
posteriormente utilizar o resultado para extrapolar o valor de energia para uma base 
completa. 
 
2.4.8. Potenciais efetivos para o cerne 
 
Os Potenciais Efetivos para o Cerne ou effective core potentials, ECPs, também 
chamados de pseudopotenciais são usados na descrição de átomos com um número 
de eletrões excessivamente elevado. Neste caso, substituem-se os eletrões do cerne 
(que constituem a vasta maioria em elementos pesados) por funções analíticas que 
reproduzam o seu efeito perante os eletrões de valência, e só se tratam explicitamente 
estes últimos. Deste modo, o Hamiltoniano passa a conter um potencial efetivo e não 
polarizável, em vez do termo Coulombico relativo aos eletrões do cerne, enquanto as 
orbitais de valência são substituídas por “pseudo-orbitais”, ou seja, orbitais que são 
equivalentes às primeiras na região de valência mas que não têm nodos radiais. Uma 
vantagem adicional é que os efeitos relativistas podem ser facilmente incorporados 
nos pseudopotenciais. 
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2.5. Métodos Semiempíricos  
 
Os métodos semiempíricos pretendem encontrar formas aproximadas para a equação 
de Schrödinger, por simplificação do seu Hamiltoniano, recorrendo a parâmetros 
empíricos e restrições matemáticas mais drásticas do que as usadas nos métodos ab 
initio. Estas restrições, por vezes, não são muito bem fundamentadas teoricamente, 
mas são compensadas pelos parâmetros que aparecem no formalismo semiempírico 
específico.  
Os métodos semiempíricos são muito importantes em química computacional por 
serem adequados ao tratamento de sistemas com muitas centenas de átomos, onde a 
aplicação dos métodos ab initio ainda não é possível.  
A maioria dos métodos semiempíricos desenvolvidos até hoje baseia-se na filosofia 
ZDO (Zero Differential Overlap), dentro da qual se destacam as aproximações CNDO 
(Complete Neglect of Differential Overlap), INDO (Intermediate Neglect of Differential 
Overlap) e NDDO (Neglect of Differential Diatomic Overlap). Em comum, esta família 
de métodos semiempíricos tem a substituição de determinados termos de 
sobreposição diferencial por zero. Estas simplificações eliminam o problema de cálculo 
de determinados integrais que, nas técnicas ab initio são notoriamente morosos. Os 
métodos semiempíricos MNDO98-102, AM1103 e PM3104, 105 estão entre os mais usados 
atualmente e pertencem a esta família.  
 
2.5.1. Princípios gerais  
 
Os métodos semiempíricos incluem a “aproximação dos eletrões de valência”, que 
pressupõem que os eletrões do cerne são suficientemente insensíveis a alterações no 
ambiente químico para que alterações nas suas orbitais causadas por esse ambiente 
tenham consequências químicas relevantes, nomeadamente a nível energético. Deste 
modo, o efeito destes eletrões é contabilizado implicitamente através da diminuição da 
carga nuclear e pela introdução de funções de repulsão cerne-cerne que descrevam a 
energia de repulsão devida ao conjunto do núcleo e dos eletrões internos. Por outro 
lado, os eletrões de valência são considerados de forma explícita, descritos 
geralmente por uma base de funções mínima, em que cada orbital de valência é 
descrita por uma STO. Outra assumpção fundamental utilizada nestes métodos é a 
Aproximação da Sobreposição Diferencial Nula, (Zero Differential Overlap, ZDO), que 
simplifica o cálculo dos integrais de repulsão intereletrónica, considerando nulos 
alguns dos que envolvem a sobreposição de distribuições de carga de orbitais 
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diferentes. Os integrais restantes, são normalmente substituídos por funções analíticas 
aproximadas, que incluem parâmetros empíricos por comparação dos resultados dos 
cálculos com os respetivos dados experimentais (nomeadamente em termos de 
energia e geometria). Os vários métodos semiempíricos distinguem-se de acordo com 
o grau de aplicação da ZDO aos integrais de repulsão intereletrónica, podendo ser 
classificados em três grupos: 
 Os métodos CNDO (Complete Neglect of Differential Overlap), que aplicam 
extensivamente a ZDO, ignorando todos os integrais de repulsão que tenham 
um produto de duas funções de base diferentes de um mesmo eletrão;106 
 Os métodos INDO (Intermediate Neglect of Differential Overlap) que aplicam a 
ZDO num grau intermédio porque, dos integrais anteriores, não consideram 
nulos os que apresentam as quatro funções de base centradas no mesmo 
átomo; 107 
 Os métodos NDDO (Neglect of Differential Diatomic Overlap), de 
desenvolvimento mais recente e mais frequentemente utilizados, aplicam a 
ZDO apenas se as funções de base de um mesmo eletrão estiverem centradas 
em mais de dois átomos diferentes. 108 
 
Os métodos desenvolvidos com base no formalismo NDDO são, por ordem 
cronológica, o MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap)101, o AM1 (Austin Model 
1)103, o PM3 (Parametrized Model 3)104, 105. A otimização de parâmetros para um 
grande número de moléculas é um processo moroso e árduo devido à escassa 
disponibilidade de rigorosos resultados experimentais. O método MNDO não descreve 
corretamente a energia e geometria das pontes de hidrogénio, interações 
particularmente relevantes em sistemas de interesse químico e biológico. De forma a 
ultrapassar essa discrepância, surge o método AM1, que melhora o cálculo da energia 
de repulsão cerne-cerne, através da introdução de funções gaussianas 
parametrizadas mais complexas. Estas funções, caraterísticas do tipo de átomo, 
incluem quatro parâmetros otimizados adicionais em relação à do MNDO e, para 
alguns elementos, dependem também do segundo átomo do par interatuante. A 
maioria dos parâmetros usados nestes métodos provém de dados espetroscópicos, 
sendo os restantes obtidos por extrapolação de sistemas modelo. Esta é a principal 
desvantagem associada a estes métodos, devido ao fato de o processo de otimização 
dos parâmetros limitar o ajuste a um número relativamente pequeno de compostos de 
referência. Relativamente ao AM1, o método PM3 permitiu o aumento dos recursos 
computacionais, utilizando um processo mais sofisticado e automatizado de procura e 
otimização de parâmetros, tendo estes podido ser avaliados contra um conjunto de 
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compostos de referência muito mais alargado de dados espetroscópicos 
experimentais.104, 105 No entanto, há que ressalvar o fato de o desempenho do PM3 no 
estudo de qualquer sistema biológico não seja necessariamente superior ao dos dois 
métodos anteriores, pois a qualidade da parametrização está sempre limitada pelo 
conjunto de moléculas referência escolhidas para esse procedimento. Em geral, o 
desempenho médio dos três métodos NDDO no estudo de sistemas orgânicos típicos, 
que contêm átomos de C, H, N e O, é relativamente bom. Resultados semelhantes são 
obtidos pelos métodos PM3 e o AM1, sendo superiores aos do MNDO. Por outro lado, 
em cálculos de sistemas que contêm átomos pesados (S ou P), o desempenho destes 
métodos é bastante inferior, sendo a descrição de compostos hipervalentes 
particularmente problemática. Perante estes difíceis casos de estudo, a melhor 
descrição é obtida recorrendo ao método PM3.109 Outra limitação à aplicação dos 
métodos NDDO envolve cálculos em compostos com átomos de azoto, os quais são 
geralmente mal descritos, uma vez que as barreiras de inversão do azoto piramidal 
são usualmente estimadas por defeito no AM1 e por excesso com PM3. Daqui resulta 
que, alguns compostos contendo azoto com geometrias não planares serão previstos 
como tendo geometrias planares pelo AM1, enquanto os planares poderão ser 
estimados como piramidais pelo PM3. Esta incorreção é especialmente importante no 
estudo de estruturas peptídicas, visto que uma descrição desadequada da ligação 
amida, em particular da geometria do azoto amídico, poderá interferir com uma 
descrição realista do espaço conformacional desses sistemas e das pontes de H 
formadas pelo NH peptídico. De forma a contornar este problema, o método PM3 
disponibiliza uma versão denominada PM3MM, que inclui um termo simples de 
mecânica molecular para corrigir a descrição da ligação peptídica. No entanto, em 
alguns casos envolvendo compostos com átomos de azoto, o método AM1 apresenta 
uma melhor descrição das cargas atómicas. Em suma, a escolha do método 
semiempírico mais adequado dependerá das caraterísticas do sistema, das 
propriedades moleculares e dos objetivos do estudo que se pretendem determinar. 
 
2.6. Superfície de Energia Potencial 
 
Segundo a aproximação de Born-Oppenheimer, a energia de um sistema molecular, 
no seu estado eletrónico fundamental, pode ser descrita como uma função das 
coordenadas dos núcleos. Considerando um sistema com M núcleos fixos, a energia 
total do sistema, Etot, é calculada pela soma da componente eletrónica, ele
E
, com a 
repulsão internuclear conforme equação (68):  
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onde A e B denotam os M núcleos, AZ  e BZ  correspondem aos números atómicos dos 
núcleos A e B, respetivamente e ABR é a distância entre os núcleos A e B.  
 
A superfície de energia potencial, PES, é definida pela energia eletrónica ao longo de 
todas as coordenadas nucleares possíveis. Para uma determinada geometria de 
equilíbrio na PES à qual corresponde o respetivo estado eletrónico, é possível calcular 
a energia correspondente à repulsão nuclear. Uma molécula com M núcleos apresenta 
3M coordenadas para descrever os movimentos vibracional, rotacional e translacional. 
No entanto, subtraem-se três coordenadas para a translação da molécula como um 
todo e três para descrever a rotação global da molécula, (em moléculas lineares só 
existem dois modos normais de rotação), obtendo-se assim 3M-6 coordenadas, (3M-5 
para moléculas lineares), para descreverem as vibrações da molécula. Daqui resulta 
que a energia nuclear pode ser representada como uma hipersuperfície num espaço, 
de dimensão 3M-6+1, 3M-5+1 para moléculas lineares, sendo 3M-6 (3M-5) o número 
de variáveis independentes dos núcleos. Considerando a superfície de energia 
potencial, é possível reconhecer geometrias estáveis através da identificação dos seus 
mínimos locais ou globais. Estes pontos relevantes são caraterizados pela primeira e 
segundas derivadas da energia total (eletrónica e nuclear) em função das 
coordenadas nucleares. Quando os valores das primeiras derivadas da energia total, 
Etot, relativamente a todas as coordenadas nucleares são nulos, estamos perante 
estados estacionários. Existem vários tipos distintos de estados estacionários, os 
quais são caraterizados pelas respetivos valores das segundas derivadas da Etot em 
relação às coordenadas nucleares. Um mínimo apresenta constantes de força 
positivas relativamente a todas as coordenadas normais de vibração, correspondendo 
a um ponto na PES caraterizável termodinamicamente. Pelo contrário, um máximo 
possui constantes de força negativas relativamente a todas as coordenadas normais 
de vibração, enquanto um estado de transição apresenta apenas uma constante de 
força negativa, sendo as restantes positivas. Desta forma, corresponde a um máximo 
relativamente a uma coordenada normal de vibração (coordenada de reação) e a um 
mínimo relativamente a todas as outras. O movimento ao longo da coordenada de 
reação corresponde ao menor caminho energético estabelecido entre dois mínimos na 
PES, passando necessariamente por um estado estacionário de transição. 
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2.6.1. Caraterização dos estados estacionários 
 
Para obter as geometrias correspondentes a pontos estacionários da PES procede-se 
à minimização/maximização da sua energia em função das coordenadas nucleares, 
num processo denominado de otimização de geometria. Conforme verificado 
anteriormente, nos pontos estacionários, os valores das primeiras derivadas 
relativamente a todas as coordenadas nucleares são nulos. Os estados estacionários 
de interesse podem ser mínimos, locais ou globais, que apresentam segunda derivada 
positiva em relação a todas as coordenadas, ou estados de transição que 
correspondem a geometrias que apresentam apenas uma segunda derivada negativa 
em relação a uma coordenada, sendo as restantes positivas. Matematicamente, uma 
otimização de geometria corresponde à minimização de uma função com pelo menos 
3M-6 variáveis. Deste modo, para minimizar uma função com várias variáveis de modo 
eficaz, altera-se uma variável de cada vez até se encontrar o mínimo, fazendo o 
mesmo para todas as variáveis sucessivamente. No entanto, quando as variáveis são 
dependentes entre si, como é o caso de um sistema químico, é necessário repetir o 
processo de forma iterativa até se encontrar uma estrutura que seja simultaneamente 
um minímo em relação a todas as coordenadas nucleares, (que pode ser local ou 
global). Desta forma, quanto maior o acoplamento entre os diversos graus de 
liberdade do sistema, mais lenta será a convergência para o mínimo e o procedimento 
torna-se impraticável do ponto de vista computacional. Em alternativa, para otimizar 
uma geometria multidimensional, no processo iterativo desloca-se o sistema na 
direção do maior declive energético em relação a todas as coordenadas 
simultaneamente.  
Os métodos de otimização de geometria classificam-se em dois grupos: os métodos 
que deslocam o sistema mediante a análise do gradiente e os métodos que deslocam 
o sistema avaliando a energia em diversas conformações do sistema, não usando o 
gradiente explicitamente. Em química computacional, usam-se geralmente os 
primeiros métodos, nos quais pelo menos a primeira derivada da função energia pode 
ser calculada analiticamente em ordem a todas as variáveis. O vetor/gradiente da 
primeira derivada indica a direção a seguir para atingir o mínimo, enquanto a sua 
grandeza indica a inclinação do declive. Alguns métodos assumem que a matriz das 
segundas derivadas, matriz Hessiana, pode ser igualmente calculada, dando assim 
informações sobre a curvatura da superfície, o que permite estimar o local em que a 
função passará por um mínimo, (dentro de uma aproximação harmónica), acelerando 
deste modo o processo de otimização.  
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2.6.1.1. Algoritmos de otimização de geometria 
 
Os algoritmos de otimização que utilizam apenas a primeira derivada são o “steepest 
descent” e o “conjugated gradient”. O primeiro é mais simples e robusto, sugerindo 
que a direção seguida durante uma otimização, é paralela à força projetada pelo 
gradiente. Tendo em conta a sua elevada rapidez, este algoritmo torna-se 
extremamente útil para geometrias que estejam longe da estrutura de equilíbrio. No 
entanto, após se aproximar do mínimo relativo, tende a entrar em passos cíclicos e 
muito lentamente transposta para locais mais próximos do mínimo absoluto. O 
formalismo do algoritmo “conjugated gradient” é semelhante ao “steepest descent”. No 
entanto, é mais eficiente e rápido porque retém informação sobre o caminho de 
otimização já percorrido. Estes dois algoritmos serão abordados com maior detalhe no 
sub-capítulo 2.8.5, otimização de geometria molecular. Os algoritmos quasi-Newton e 
Newton-Raphson tiram partido das informações contidas no cálculo da primeira e 
segunda derivadas. A informação adicional fornecida pelo cálculo da matriz Hessiana 
permite uma convergência num menor número de passos, em particular para 
geometrias já próximas do mínimo. No entanto, é um método instável quando a 
estrutura inicial se encontra distante do mínimo, e o fato de calcular a matriz Hessiana 
e armazenar bastante informação torna-o uma tarefa complexa e morosa.  
Em química computacional, um dos algoritmos de otimização comummente usado é 
um algoritmo do tipo Newton-Raphson, denominado Berny, que foi desenvolvido por 
Bernhard Schlegel e implementado no software Gaussian. Perante um sistema com 
uma determinada geometria, este algoritmo avalia as forças que atuam sobre os 
átomos e analisa o gradiente da matriz Hessiana, de forma a prever geometrias 
energeticamente mais favoráveis. Deste modo, otimiza a estrutura molecular em 
direção ao mínimo local mais próximo na PES. Considerando que quanto maior o 
número de átomos, maior o número de variáveis, o tempo de computação para o 
cálculo analítico da matriz Hessiana aumenta consideravelmente, tornando-se assim 
no passo limitante da otimização de geometria. De forma a ultrapassar esta 
dificuldade, o algoritmo Berny constrói uma Hessiana aproximada no início do 
processo de otimização, procedendo à sua atualização ao longo da otimização à 
medida que vão sendo calculadas as energias e as primeiras derivadas. As segundas 
derivadas são estimadas razoavelmente por diferenças finitas a partir das primeiras 
derivativas dos últimos passos. Em algumas situações, poderá ser necessário calcular 
explicitamente a matriz Hessiana no início do processo de otimização, utilizando o 
esquema normal de atualização nos passos seguintes. Em alguns estudos, a matriz 
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Hessiana sofre alterações muito grandes de um passo para outro, daí que seja 
necessário calculá-la explicitamente em todos os passos da otimização, contudo isto 
não ocorre frequentemente. O sucesso da otimização dependerá da qualidade da 
matriz Hessiana aproximada em relação à matriz Hessiana real num dado ponto. A 
função a ser otimizada e as suas derivadas são calculadas com uma precisão finita, 
pelo que os pontos estacionários podem não ser localizados exatamente. Nesse 
sentido, o algoritmo de otimização irá variar a estrutura do sistema até que as 
alterações no gradiente e na estrutura, em duas iterações sucessivas, sejam menores 
que determinados valores preestabelecidos como limites de convergência. No 
software Gaussian, estes são definidos relativamente ao grau de exigência pretendido 
e têm em conta quatro parâmetros: a força máxima sentida por um átomo do sistema, 
a força média sentida por todos os átomos, o deslocamento máximo por coordenada, 
e o deslocamento médio de todas as variáveis estruturais. O ciclo de otimização é 
repetido até que sejam atingidos os limites de convergência pré-estabelecidos. Limites 
mais apertados geram resultados mais exatos e rigorosos, porém também apresentam 
um maior custo computacional. Na Figura 4 encontra-se representado um fluxograma 
simplificado do processo de otimização de uma geometria com nível teórico DFT. 
 
 
Figura 4 – Representação esquemática do processo de otimização de uma geometria, utilizando um método baseado 
no formalismo DFT de Kohn-Sham. 
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2.6.1.2. Otimização do estado de transição 
 
À semelhança da procura de um mínimo, também no decorrer da procura de um 
estado de transição é necessário minimizar o gradiente da energia em relação às 
coordenadas do sistema. No entanto, os estados de transição encontram-se no topo 
da PES em relação a uma das coordenadas, daí que seja necessário maximizar essa 
mesma coordenada ao mesmo tempo. De forma a facilitar a otimização do estado de 
transição, é conveniente fornecer uma estrutura de partida razoável, que se encontre o 
mais próximo possível do ponto máximo em causa. O cálculo explícito da matriz 
Hessiana no início da otimização é aconselhado, para que o algoritmo identifique 
corretamente a coordenada que se encontre próxima do máximo e possa mover o 
sistema nessa direção, enquanto minimiza o gradiente de energia em relação às 
outras coordenadas. De seguida, a atualização da matriz Hessiana nos passos 
seguintes da otimização, com base na Hessiana da estrutura e informação relativa ao 
gradiente anteriores, é normalmente suficiente para o cálculo convergir rapidamente e 
a geometria progredir para o estado de transição pretendido. Existem várias 
estratégias para obter uma estrutura aproximada à do estado de transição. Quando o 
caminho reacional pode ser descrito por uma única coordenada estrutural, uma 
estratégia eficiente e relativamente fácil de efetuar é localizar aproximadamente os 
estados de transição, através de um varrimento relaxado da PES, geralmente 
denominado de Scan, ao longo dessa coordenada específica. Este varrimento consiste 
numa série de otimizações do sistema, em que a coordenada em causa é mantida fixa 
num determinado valor, variando progressivamente entre cada otimização. Pela 
visualização da PES gerada, facilmente podemos selecionar a estrutura que apresenta 
maior energia, consequentemente aquela que está mais próxima do estado de 
transição. Esta geometria é então submetida a um método de procura local para 
otimizar o estado de transição. Quanto mais fino o varrimento efetuado, mais próxima 
do estado de transição estará a estrutura obtida, e mais provável será a convergência 
para o estado de transição pretendido. Outra estratégia de procura do estado de 
transição é efetuar uma única otimização em que as coordenadas de interesse se 
mantêm congeladas no ponto que se sabe à priori ser próximo do estado de transição 
pretendido. Em casos de estudo de caminhos reacionais complexos pode ainda 
recorrer-se ao método “Transit-Guided Quasi-Newton” ou STQN, que se baseia no 
fornecimento inicial de duas estruturas de mínimos ligados pelo estado de transição de 
interesse, acompanhadas ou não de uma estrutura aproximada do próprio estado de 
transição. Através de uma interpolação efetuada usando estas diferentes estruturas 
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(reagentes, produtos e estado de transição aproximado, caso seja fornecido), gera-se 
uma geometria teoricamente próxima do estado de transição que as liga. De seguida, 
procede-se à otimização local da geometria obtida. Considerando que os termos da 
Hessiana num ponto estacionário correspondem às constantes de força das 
coordenadas, estes podem ser utilizados para calcular as respetivas frequências 
vibracionais. Os termos positivos darão origem a valores de frequência reais, enquanto 
os negativos correspondem a valores imaginários. A confirmação de que a geometria 
otimizada corresponde ao estado de transição desejado, é então feita através do 
número de termos negativos da Hessiana e pelas coordenadas a que estes estão 
associados. Deste modo, a existência de uma única frequência imaginária indica que a 
estrutura corresponde a um estado de transição, e a animação dessa frequência 
permite verificar facilmente se a coordenada maximizada é a pretendida. Por outro 
lado, a obtenção de 3M-6 frequências reais indica e valida a convergência para um 
ponto estacionário correspondente a um mínimo. A caraterização de um estado de 
transição implica também a identificação dos mínimos da PES que lhe estão 
associados. Isto pode ser conseguido pelo seguimento da coordenada de reação 
intrínseca (IRC), que consiste no deslocamento do sistema ao longo da PES, pelo 
caminho de menor energia que liga o estado de transição aos mínimos subjacentes. 
Este processo é naturalmente efetuado em dois cálculos distintos: um na direção dos 
reagentes e outro na dos produtos. 
 
A caraterização dos estados estacionários correspondentes aos mínimos e ao estado 
de transição é de extrema importância no estudo de reações químicas, dado que 
permite a caraterização destas em termos cinéticos e termodinâmicos. Estes dados 
permitem a triagem e seleção de caminhos reacionais alternativos e favoráveis, 
ferramenta muito útil na elucidação de mecanismos enzimáticos. 
 
2.7. Modelos Contínuos de Solvente 
 
Os sistemas biológicos coexistem e ocorrem em ambientes aquosos, nos quais o 
solvente interage fortemente com os solutos, influenciando a velocidade da reação e o 
trajeto percorrido. Idealmente, em estudos computacionais, a simulação das 
interações entre o solvente e o soluto devem ser feitas de forma explícita, ou seja, 
incorporando moléculas de água no sistema em estudo, para modelar o solvente. No 
entanto, essa inclusão torna o cálculo computacionalmente muito dispendioso, o qual 
só é possível usando um nível de teoria de mecânica molecular. Em sistemas nos 
quais se pretende utilizar métodos com níveis teóricos superiores, (ab initio, DFT ou 
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semiempíricos), recorre-se à aplicação de um modelo contínuo em que, alguns graus 
de liberdade das partículas constituintes do sistema são descritos de forma contínua 
ou implícita, através de uma função apropriada. As moléculas do solvente são 
substituídas por dipolos pontuais, que podem ser associados num campo elétrico 
contínuo, o qual interage com a densidade de carga do soluto. A aplicação do conceito 
de distribuição contínua a partículas, tais como eletrões, núcleos, átomos ou 
moléculas, é uma aproximação interessante dado que restringe os graus de liberdade 
do sistema e facilita consideravelmente o cálculo computacional. Esta aproximação é 
vantajosa na medida em que diminui consideravelmente o custo computacional 
requerido, e particularmente útil em casos cujo interesse recai principalmente sobre 
uma pequena parte do sistema, tais como o estudo de uma molécula de soluto numa 
solução diluída, o centro ativo de uma enzima ou uma única molécula num líquido puro 
ou num gás. A região em estudo que se pretende focar deve naturalmente ser tratada 
com mais pormenor, com um modelo discreto das partículas, enquanto a parte 
restante do sistema pode ser descrita vantajosamente através de um modelo contínuo. 
Uma desvantagem dos modelos contínuos é o fato de a sua utilização ser apenas 
possível no estudo de sistemas em que o solvente não interage diretamente com o 
soluto. Neste caso podemos incluir diretamente algumas moléculas de solvente no 
modelo computacional, (as que interagem diretamente com o sistema em estudo), e 
modelar as restantes através de um solvente contínuo.  
Este conceito surgiu com Born, Kirkwood e Onsager, que desenvolveram 
metodologias capazes de calcular a energia de solvatação de uma molécula, 
(determinada experimentalmente a partir da constante de equilíbrio). A nível molecular 
considera-se que as moléculas do solvente se movimentam e interagem com o soluto 
através de forças intermoleculares. Daqui resulta que, a energia de solvatação 
corresponde à soma das forças eletrostáticas, (incluindo polarização), de cavitação, de 
atração dispersiva e repulsão de Pauli, (estes dois últimos geralmente agrupados sob 
o nome de interações de van der Waals), tal como indicado na expressão: 
 
hbcavvdWelesolv GGGGG   (69) 
 
A componente eletrostática, ele
G
, é particularmente relevante para solutos polares, 
porque a polarização resultante entre as zonas de fronteira entre o soluto e o solvente 
tendem a gerar interações que estabilizam o complexo. O termo vdW
G
correspondente 
às interações de van der Waals entre o soluto e o solvente. O termo cav
G
é sempre 
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positivo e refere-se à energia livre necessária para gerar a cavidade que o soluto 
ocupa no solvente. Deste modo, corresponde ao custo entrópico e energético 
associado à reorganização das moléculas do solvente à volta do soluto, bem como ao 
trabalho necessário para afastar as moléculas do solvente de modo a criar a cavidade. 
hbG é um termo adicional utilizado para descrever a estabilização extra do soluto, 
caso se formassem interações de hidrogénio explícitas com o solvente, embora seja 
claramente preferível modelar explicitamente as moléculas de solvente envolvidas em 
pontes de H. 
 
Durante os seus estudos, Born usava modelos simplificados, nos quais o soluto 
(monoatómico) era substituído por uma carga pontual, circunscrita numa superfície 
esférica rodeada pelo solvente. Deste modo, o cálculo de ele
G
 consistia em 
determinar o trabalho necessário para transferir um ião, de carga q, do vácuo para um 
meio com determinada constante dielétrica, tal como representado na expressão (70), 
onde a é o raio da cavidade e ε a constante dielétrica do meio (no vácuo,  =1). 
 
)
1
1(
2
2


a
q
Gele
 (70) 
 
Tendo em conta que este tratamento é ideal para sistemas polares, mas ineficaz 
noutro tipo de sistema, Kirkwood e Onsager adaptaram esta teoria, através da 
substituição da carga pontual por uma distribuição de dipolos. Deste modo, os efeitos 
de polarização entre o soluto e o solvente são melhorados, e passa a ser possível 
calcular adequadamente a componente eletrostática em sistemas não carregados. 
Atualmente, estas aproximações são a base dos métodos utilizados no cálculo da 
componente eletrostática da energia. 
Nos métodos quânticos, o efeito do solvente utilizando um contínuo é incluído através 
da adição de um termo perturbacional ao Hamiltoniano. Tendo em conta que a 
distribuição de carga do sistema tratado explicitamente induz polarização no meio 
contínuo e é influenciada por esta, a definição da interação eletrostática entre ambos 
corresponde a um processo autoconsistente que implica um procedimento iterativo, 
denominado campo de reação autoconsistente (SCRF - Self-Consistent Reation Field). 
Neste, para além da minimização da matriz densidade tem de se gerar um momento 
total dipolar estacionário, criado pelo campo de reação. Uma vantagem deste método 
é o fato da distribuição de carga ser contínua e não discreta, possibilitando a relaxação 
da distribuição de carga ao longo do cálculo autoconsistente. Pelo contrário, uma 
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desvantagem é a sua dependência das cavidades com formas ideais, tais como 
esferas e elipsoides, necessárias para o cálculo da perturbação eletrostática induzida. 
De forma a obter uma cavidade mais realista, constrói-se a cavidade do soluto 
considerando o raio de van der Waals de cada átomo envolvido, e divide-se essa 
cavidade num elevado número de superfícies pequenas, (para que o cálculo tenha 
resolução analítica). Posteriormente, a densidade de carga de cada superfície é 
simplificada a uma carga pontual (utilizando as equações de Poisson), localizada no 
centro da superfície. 
Os modelos contínuos polarizáveis (Polarized Continuum Model, PCM) são os 
métodos que usam este tipo de cavidade.110 Atualmente existem várias variações 
deste tipo de método, como por exemplo, o IEFPCM,111 desenvolvido para otimizar a 
eficiência computacional e o IPCM ou o SCIPCM,112 que tentam melhorar a forma 
como a cavidade molecular é definida. O C-PCM (Conductor-like Polarizable 
Continuum Model),113 implementado no software Gaussian é uma variante dos 
métodos PCM. Este método baseia-se na aproximação da Carga Aparente da 
Superfície (Apparent Surface Charge, ASC)114, que consiste na redução do meio 
contínuo a uma superfície fechada que engloba o sistema explícito. Deste modo, o 
cálculo computacional fica consideravelmente facilitado pelo fato da fonte do potencial 
reativo (que é devido à polarização sofrida pelo meio contínuo) se resumir à 
distribuição de carga de uma superfície. A caraterística que distingue este método de 
outros igualmente baseados na ASC é o fato de a cavidade do soluto ser inserida num 
meio condutor com uma constante dielétrica com valor infinito, o que facilita o cálculo 
da interação eletrostática. Os efeitos decorrentes do valor real da constante dielétrica 
ser finito, são recuperados posteriormente através da ponderação da distribuição de 
carga com uma função apropriada de ε (determinada empiricamente por comparação 
com energias eletrostáticas corretas). 
Entre as limitações destes métodos encontra-se a representação da distribuição de 
carga contínua numa superfície do soluto como cargas pontuais, bem como o fato de a 
densidade eletrónica do soluto ser maior do que a superfície da cavidade gerada. 
Como consequência, a soma das cargas na superfície calculada pode não ser 
simétrica à carga do soluto, como seria de esperar. 
 
2.8. Mecânica Molecular 
 
A expressão “Mecânica Molecular” (MM) é utilizada para definir um método 
computacional concebido para fornecer estruturas e energias de moléculas com 
elevado número de átomos. Constitui por isso uma ferramenta muito poderosa para o 
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estudo de sistemas biomoleculares em escala atómica. É um método que calcula a 
estrutura e a energia das moléculas com base nos movimentos dos núcleos. Os 
eletrões não são considerados explicitamente mas é assumido que encontraram uma 
distribuição ótima, uma vez que as posições dos núcleos são conhecidas. Esta ideia é 
baseada na aproximação de Born-Oppenheimer. Esta aproximação estabelece que os 
núcleos são mais pesados e, portanto, movem-se mais lentamente do que os eletrões. 
Desta forma, os movimentos nucleares, as vibrações e as rotações podem ser 
estudadas separadamente, admitindo que os eletrões se ajustam instantaneamente ao 
movimento dos núcleos. Assim, pode-se admitir que a mecânica molecular trata a 
molécula como uma coleção de esferas ligadas por molas, onde as esferas 
representam os núcleos e as molas representam as ligações. Figura 5.  
 
Figura 5 – Representação de uma molécula utilizando os princípios da mecânica molecular, onde as esferas são os 
átomos e as molas representam as ligações entre eles. 
 
2.8.1. Aspetos gerais dos campos de forças em MM  
 
Em MM as ligações químicas são geralmente representadas por potenciais 
harmónicos. É necessário encontrar uma equação simples que relacione a energia 
com as coordenadas atómicas e um conjunto de parâmetros para a aplicação dessa 
equação, conjuntamente denominados “campo de forças”, que descrevam as 
interações quânticas com suficiente precisão. O campo de forças, portanto, é 
elaborado de forma a conter uma coleção de diferentes tipos de átomos, parâmetros 
(para comprimentos, ângulos de ligação, etc.) e equações para calcular a energia de 
uma molécula. 115 
A Energia Total de uma molécula pode ser dividida em vários termos. Existem vários 
campos de força descritos na literatura estando cada um deles concebido 
especificamente para determinado tipo de moléculas. Estes têm, no entanto, em 
comum, uma forma geral pela qual a energia total do sistema é decomposta em vários 
termos independentes, que descrevem a energia necessária à distorção da molécula e 
interação entre átomos vizinhos. 
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t lig vdw ele cruzV V V V V V V        (71) 
 
onde lig
V
 é o termo da energia que corresponde à deformação do comprimento de 
ligação entre dois átomos, Vθ representa a energia de variação dos ângulos de 
ligação, Vω é a energia de torção para os ângulos diedros, Vvdw e Vele descrevem 
respetivamente as interações não ligantes de van de Waals e eletrostáticas, e Vcruz 
refere-se aos termos cruzados (dependentes de várias coordenadas).  
 
2.8.1.1. Energia de Ligação 
 
Em mecânica clássica a ligação entre dois átomos A e B duma molécula pode ser 
descrita pela lei de Hooke. A energia de deformação duma ligação, isto é, o seu 
alongamento ou compressão, é assim caraterizada por uma constante de força, lig
K
, 
que é multiplicada pelo quadrado do alongamento da ligação: 
 
2( )ligAB lig eqV K l l    (72) 
 
onde eql corresponde ao comprimento de referência e l  é o comprimento da ligação 
quando se encontra deformada. 
Apesar desta aproximação ser vulgarmente utilizada nos campos de força, o potencial 
oferecido pela função de Morse oferece melhores resultados. 
 
 2)(0 1  eqRRMorseligAB eDV       (73) 
 
onde R corresponde ao comprimento de ligação, Req ao comprimento de ligação na 
posição de equilíbrio, D0 é a energia de ligação e 0
2
bK
D
 
, controla a largura do 
fosso de energia em torno da posição de equilíbrio. 
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Apesar deste método ser mais demorado computacionalmente do que a aproximação 
harmónica, do ponto de vista computacional, a sua utilização é particularmente útil nos 
casos em que R está afastado da posição de equilíbrio. 
Uma forma de melhorar os resultados obtidos com a (72) envolve a adição de mais 
termos, segundo uma expansão de Taylor. 
 
2 3
2 3
2 3
1 1
( ) ( ) ( ) ...
2! 3!eq
lig lig lig
ligAB eq eq eq
V V V
V V l l l l l l
dl dl dl
  
      
(74) 
 
A lei de Hooke corresponde na equação (74) ao truncar da série no terceiro termo, 
dado que os dois primeiros termos são iguais a zero, (o primeiro por convenção e o 
segundo porque Req corresponde a um mínimo), e substituir 
2
2
ligV
dl

 por lig
K
. 
V
leq  l  
Figura 6 – Curva de energia de deformação de uma ligação. Curva contínua, potencial de Morse, curva a tracejado, 
potencial de Hooke. Leq corresponde ao comprimento da ligação na posição de equilíbrio e a barra a cinzento indica a 
região típica para as deformações das ligações.  
 
Os dois potenciais são semelhantes para elongamentos típicos à temperatura 
ambiente, pelo que o potencial harmónico é preferido nestes casos, em virtude da sua 
eficiência computacional.  
 
2.8.1.2. Deformação Angular 
 
A deformação dos ângulos de ligação também pode ser descrita segundo uma 
aproximação harmónica de modo similar aos comprimentos de ligação.  
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!2
1
eqABCABC KV     (75)    
Figura 7 - Ângulos de ligação da molécula ABC 
 
Na equação (75) θ representa o ângulo entre as ligações AB e BC e ABC
K
 a respetiva 
constante de força. A grande desvantagem da equação é de não oferecer uma 
descrição realista, quando a geometria adotada por três átomos esteja muito afastada 
do estado de equilíbrio. Outra falha acontece quando existem vários valores de 
equilíbrio para os ângulos de ligação, como por exemplo acontece em compostos 
inorgânicos. 
2.8.1.3. Energia de Torção 
 
A energia de torção corresponde à variação de energia que está associada à rotação 
em torno de uma ligação BC numa sequência de quatro átomos ABCD, ligados entre 
si. Ao analisar a ligação BC, o ângulo diedro é definido como sendo o ângulo formado 
pelos planos que contêm os átomos ABC e BCD.  
O ângulo ω pode variar numa amplitude de [0º, 360º] ou [−180º, +180º]. A energia de 
torção é diferente de ligAB
V
 e ABC
V  em dois aspetos: 
A função de energia, para o ângulo ω tem de ser periódica, isto é, se a ligação rodar 
em 360º a energia tem de voltar ao mesmo valor. O custo energético para distorcer 
uma molécula por rotação em volta de uma ligação simples é normalmente baixo 
podendo, desta forma, ocorrer grandes desvios da estrutura de energia mínima. 
De forma a contabilizar estes pressupostos, a energia de torção é normalmente 
representada por uma função periódica, como por exemplo uma série de Fourier da 
forma: 
 
 
 
1
1 cos( )
2
ABCD n
n ABCD
V n     
                       (76) 
 
Na equação (76) ω representa o ângulo de torção, o valor de n

 determina as barreiras 
relativas à rotação; a multiplicidade é dada por n e γ determina o ponto onde o ângulo 
de torção passa pelo seu valor mais baixo. A multiplicidade indica o número de 
mínimos da função. 
FCUP      80 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
Em alguns campos de forças também é costume acrescentar um termo adicional para 
as torções impróprias. A sua utilização é especialmente útil para manter a planaridade 
dos átomos sp2. 
 
2.8.1.4. Energia de van der Waals 
 
A energia de van de Waals, vdwV , descreve, tal como a energia eletrostática, elV , 
atrações e repulsões entre os átomos que não estão diretamente ligados entre si, 
(normalmente denominadas por interações não ligantes). 
A energia de van der Waals pode ser interpretada como a parte interatuante, não 
ligante, que não é abrangida pela parte eletrostática, esta última dependente das 
cargas pontuais dos átomos. 
Para distâncias interatómicas grandes, vdwV  tende para zero, para distâncias pequenas 
a interação resultante é muito repulsiva devido à repulsão de Pauli e para distâncias 
intermédias há uma leve atração entre as nuvens eletrónicas promovidas pelas 
interações dipolo instantâneo dipolo induzido, também denominadas de atracões de 
London. Isto acontece muitas vezes entre moléculas ou fragmentos de moléculas em 
que, mesmo que uma delas não possua um momento dipolar permanente, o 
movimento constante dos eletrões pode criar uma assimetria de carga induzindo outra 
molécula/fragmento vizinho a fazê-lo também (em sentido contrário) criando assim 
uma atração. A força associada a este potencial é frequentemente referida como força 
de London ou dispersão de London. 
Uma função capaz de descrever o comportamento repulsivo (valores de vdwV  muito 
positivos) para distâncias pequenas, que passe por um mínimo ligeiramente negativo e 
que convirja para zero à medida que a distância aumenta, é obtida pelo potencial de 
Lennard-Jones: 
 
12 6
0 04vdw
R R
V
R R

    
     
            (77) 
 
onde, R0 é a distância distância (finita) à qual o potencial interpartícula é zero, R é a 
distância entre dois átomos, e   representa a profundidade (do poço) do mínimo. 
Apesar do potencial de Lennard-Jones (LJ) ser o termo mais utilizado para descrever a 
energia de van der Waals, ele não é o que dá resultados mais rigorosos. No entanto, 
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como a utilização de potenciais mais elaborados, como por exemplo do tipo 
exponencial ou do tipo 10-6, o tempo de computação tende a aumentar 
progressivamente. Desta forma é necessário estabelecer um compromisso entre a 
exatidão e a velocidade de computação. 
 
2.8.1.5. Energia eletrostática 
 
A energia eletrostática descreve as interações não ligantes que resultam da 
distribuição eletrónica média e da qual resultam zonas com carga positiva e negativa 
na molécula.  
A carga de determinada molécula ou região duma molécula está relacionada com a 
eletronegatividade dos átomos que a compõem. Assim os átomos mais 
eletronegativos tendem a atrair mais fortemente os eletrões do que os átomos menos 
eletronegativos. As interações eletrostáticas entre duas moléculas, ou diferentes zonas 
da mesma molécula, são calculadas através da soma da interação entre pares de 
cargas pontuais usando a lei de Coulomb, (isto é, cargas fictícias, localizadas nos 
núcleos, resultantes da divisão da densidade eletrónica pelos átomos da molécula). 
Desta forma as cargas são atribuídas individualmente a cada um dos átomos, 
tratando-os assim como cargas pontuais centradas nos átomos. A lei de Couloumb 
está transcrita na equação (78) 
 
1 21
4
el
q q
V
R
                     (78) 
 
onde 1
q
 e 2
q
 representam as cargas pontuais dos átomos 1 e 2, ε a constante dielétrica 
do meio e R a distância entre os átomos considerados. 
 
2.8.1.6. Energia dos Termos Cruzados 
 
Este termo representa uma relação entre todos os cinco termos até aqui descritos, 
usados na expressão geral dum campo de forças. Na Tabela 3 encontram-se 
representados alguns destes termos e correspondente fórmula. 
A maioria dos termos cruzados são funções de duas coordenadas internas, tais como 
comprimento-comprimento, comprimento-ângulo e comprimento-torção, no entanto 
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existem termos que incluem mais do que duas coordenadas internas, como por 
exemplo, ângulo-ângulo-torção, etc. Estes termos são descritos por séries de Taylor 
em forma de expansões das coordenadas individuais. Apesar de úteis na descrição 
dos potenciais internos das moléculas, os termos cruzados tornam os cálculos 
proibitivamente lentos quando aplicados a macromoléculas. Estas são tratadas por 
campos específicos que incluem, de forma implícita, o efeito dos termos cruzados.  
 
Tabela 3 - Representação de alguns termos cruzados e respetiva fórmula matemática. 
Termo cruzado Fórmula 
comprimento-comprimento ))(( 00
BCBCABABABC RRRRK 
 
ângulo-ângulo ))(( 00
BCDBCDABCABCABCK  
 
comprimento-ângulo  )()()( 000 BCBCABABABCABCABC RRRRK   
comprimento-torção  ABCDABABABCD nwRRK cos)( 0  
ângulo-torção  ABCDABABABCD nwK cos)( 0   
…..  
 
2.8.2. Parametrização 
 
Um campo de forças reúne um conjunto de funções e constantes matemáticas que 
reproduzem, o mais corretamente possível, determinadas propriedades experimentais. 
A qualidade dos resultados obtidos pela aplicação de determinado campo de forças é 
diretamente dependente da qualidade das funções matemáticas e dos parâmetros 
utilizados, bem como da sua aplicabilidade à classe de moléculas em estudo. Por 
vezes, de forma a melhorar os resultados, adicionam-se termos às funções utilizadas 
na modelação de determinado parâmetro, (por exemplo, comprimentos de ligação, 
ângulos de ligação). No entanto, estas adições devem ser rigorosamente ponderadas, 
pois existe uma relação direta entre a qualidade dos resultados e o custo 
computacional exigido. 
Em cada campo de forças caraterizam-se vários tipos de átomo dentro de cada 
elemento, e para cada tipo de átomo existem vários parâmetros ligantes e não 
ligantes, que possibilitam a sua aplicação aos diversos tipos de sistemas específicos. 
O fato das correlações entre diferentes parâmetros ocorrer de forma específica a cada 
campo de força, faz com que determinados parâmetros não sejam transferíveis entre 
diferentes campos de forças. As limitações na parametrização de um dado termo são 
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ultrapassadas/compensadas através de um reajustamento de todos os outros 
parâmetros, de modo a minimizar qualquer erro que possa ser introduzido. No entanto, 
num campo de forças, os parâmetros de determinadas moléculas podem ser bases 
estruturais para a construção de sistemas moleculares mais complexos. Por outro 
lado, por vezes é necessário parametrizar moléculas de novo, o que pode ser uma 
árdua e trabalhosa tarefa, particularmente quando se incluem novos tipos de átomos. 
Em estudos de MM, em que é necessário descrever moléculas não parametrizadas no 
campo de forças utilizado, recorre-se geralmente à mecânica quântica para obter 
esses novos parâmetros. Num processo de parametrização de novo, as cargas 
pontuais podem ser obtidas por ajuste da distribuição média do potencial eletrostático, 
ESP, criado pela molécula a parametrizar, relativamente a um conjunto de cargas que 
o reproduzem o melhor possível. Por outro lado, em alguns casos esse termo pode ser 
determinado através de um cálculo de cargas parciais atómicas obtidas por métodos 
quânticos. Dos vários métodos existentes para efetuar este cálculo de cargas, 
destacam-se os seguintes: 
 Análise das populações de Mulliken: cargas são obtidas a partir de uma 
partição equivalente da densidade eletrónica de sobreposição, em termos das 
contribuições das funções de base atómica, para cada um dos átomos 
envolvidos.  
 Método de Singh e Kollman: calcula o potencial numa grelha de pontos, em 
torno de cada núcleo atómico, entre as regiões delimitadas pelo raio de van der 
Waals e cerca do dobro deste. Posteriormente, as cargas são ajustadas pelo 
método dos mínimos quadrados, de tal forma que a sua soma seja igual à 
carga total da molécula e o seu conjunto reproduza o potencial eletrostático na 
grelha. Uma desvantagem associada a este método é a sua dependência 
conformacional. 
 RESP (restrained ESP): introduz restrições adicionais, tais como, o ajuste do 
potencial eletrostático obrigando a que átomos equivalentes possuam cargas 
idênticas e a redução da magnitude das cargas de átomos inacessíveis na 
molécula (ultrapassando o fato de estas cargas serem geralmente 
sobrestimadas apesar de possuírem menor importância). 
À semelhança de qualquer cálculo ab initio, a qualidade das cargas parciais calculadas 
depende do nível teórico e das funções de base utilizadas. Geralmente, o método 
Hartree-Fock associado à função de base 6-31+G(d) oferece resultados satisfatórios. 
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2.8.3. Campos de Forças 
 
Em Mecânica Molecular, um campo de forças é definido pela equação e parâmetros 
que descrevem a energia potencial de um sistema de partículas. Tal como referido 
anteriormente, as funções e os parâmetros derivam de dados experimentais e de 
resultados de cálculos efetuados recorrendo à mecânica quântica. Existem campos de 
forças generalistas, que providenciam parâmetros para todos os tipos de átomos, 
enquanto outros parametrizam grupos de moléculas específicas, (por exemplo 
aminoácidos), aumentando assim a qualidade dos resultados obtidos no estudo destas 
moléculas.  
Os campos de forças mais populares e vulgarmente utilizados na simulação de 
sistemas biológicos são o AMBER, o CHARMM e o OPLS-AA.  
Existem outros campos de forças como o MM, (Molecular Mechanics, nomeadamente 
o MM1, MM2, MM3 e MM4), desenvolvidos por Allinger e seus colaboradores, o OPLS 
(Optimized Potential for Liquid Simulations) muito utilizado na simulação de solventes 
iónicos, o UFF (Universal Force Field), muito versátil, o GROMACS (Groningen 
Machine for Chemical Simulations), etc.  
 
2.8.3.1. AMBER 
 
AMBER é um acrónimo para Assisted Model Building and Energy Refinement, é um 
campo de forças utilizado essencialmente na simulação de biomoléculas originalmente 
desenvolvido pelo grupo de Peter Kollman na Universidade da Califórnia, em San 
Francisco. O AMBER foi originalmente parametrizado com um número limitado de 
sistemas orgânicos e tem sido usado numa vasta gama de proteínas e ácidos 
nucleícos. Está bem caraterizado e testado para biomoléculas. A forma do funcional 
deste campo de forças é: 
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22 cos(1)()(  
(79) 
 
Atualmente, a família de campos de força incorporada no AMBER inclui diversos 
esquemas de parametrização para o tratamento de proteínas e ácidos nucleicos, tais 
como o ff86, ff94, ff96, ff98, ff99, ff99EP, ff02, ff02EP, ff03, ff03ua, ff99SB, ff99bsc0, 
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ff10, ff12SB.116, 117 Para além de proteínas e ácidos nucleícos o AMBER também é 
usado para polímeros e pequenas moléculas através de uma extensão/adição de 
parâmetros.117 O GAFF, Generalized AMBER Force Field, contém parâmetros para 
pequenas moléculas orgânicas, o GLYCAM foi desenvolvido para hidratos de carbono 
e o LIPID desenvolvido para lipidos.  
 
2.8.4. Solvatação  
 
Grande parte da Bioquímica ocorre em fase aquosa e é sabido que a presença do 
solvente altera as propriedades das biomoléculas. Quando o solvente aquoso é 
representado atomisiticamente estamos perante solvatação explícita. Em cálculos em 
que o solvente não é representado atomisticamente a sua presença é simulada por um 
contínuo com propriedades macroscópicas bem definidas. A solvatação implícita 
diminui consideravelmente o custo computacional uma vez que ao representar o 
solvente por um contínuo dielétrico, as moléculas são substituídas por dipolos 
pontuais.  
Quando os efeitos do solvente são representados implicitamente pelo modelo 
generalizado de Born/ área superficial, são adicionados à função de energia potencial 
os seguintes termos: 
 
 
ij ij
gb
ji
A
Rf
qq

)(
          (80) 
 
Os primeiro e segundo termos representam respetivamente a contribuição polar 
(através da função fgb 118) e não polar para a solvatação implícita.  
 
2.8.5. Otimização da Geometria Molecular  
 
A otimização de geometria, (ou minimização de energia), constitui uma parte 
importante de qualquer método de mecânica molecular. A partir de uma geometria 
molecular inicial os átomos são sistematicamente movidos, (sem quebra de ligações), 
usando uma das várias técnicas de minimização de energia até que a energia total da 
molécula atinja um mínimo. Como o método de minimização de energia não consegue 
fazer passar a molécula através de barreiras de energia potencial, a minimização da 
estrutura inicial ocorre até ser alcançado o primeiro mínimo local de energia. Para 
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alcançar o mínimo global do sistema é indispensável uma escolha criteriosa da 
estrutura inicial. Para sistemas mais complexos, especialmente os que envolvem 
proteínas, torna-se difícil assegurar que esse mínimo global foi atingido e que não se 
trata apenas de um mínimo local. 
A otimização da geometria é um processo iterativo que, em coordenadas cartesianas, 
pode ser representado por: 
 
ninini rrr ,,1,   (81) 
 
na qual n é o número de iterações e (Δri,n) é o n-ésimo incremento nas coordenadas 
do átomo i, (i=1,2, ... N átomos) Existem diferentes maneiras de determinar o módulo e 
a direção do passo (Δri,n), os métodos mais comuns usam a primeira derivada da 
função energia potencial, enquanto métodos mais sofisticados usam também a 
segunda derivada para melhorar a velocidade de convergência. 119 
 
2.8.5.1. Algoritmo steepest-descent 
 
O método steepest-descent 120, é um método de primeira derivada, converge 
lentamente nas proximidades do mínimo, mas é poderoso para configurações 
distantes de um mínimo de energia. De um modo geral, com o algoritmo steepest-
descent é possível melhorar estruturas cristalográficas pouco refinadas, otimizar as 
construídas graficamente ou construir estruturas a partir de informações de RMN ou 
por homologia sequencial.  
A força resultante sobre um átomo i é obtida pelo gradiente da energia potencial em i:  
 
 )( ii rVF    (82) 
 
No método steepest-descent o passo ou incremento n nas coordenadas (Δri,n) de um 
átomo i, é dado na direção e sentido da força resultante sobre este átomo: 
 
)/( ,,, nininni FFkr    (83) 
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em que nk  é um parâmetro de ajuste do tamanho do passo e )/( ,, nini FF é o vetor 
unitário na direção e sentido da força resultante sobre i no passo n. O algoritmo para 
minimização de energia é então descrito por:  
)/( ,,,1, nininnini FFkrr   (84) 
 
em que kn é ajustado para acelerar a minimização. Partindo de um valor típico 
k0=0.1Å, o valor de cada passo em cada direção x, y ou z será definido pela respetiva 
componente do vetor unitário na equação acima. Se o potencial total no passo n, 
Vn({ri}) diminui em relação a Vn-1({ri}), no passo seguinte kn+1 é aumentado fazendo-se 
por exemplo: 
 
2,1*1 nn kk    (85) 
 
Se Vn({ri}) aumenta, o sistema está a afastar-se do mínimo, kn pode ser tão grande que 
o sistema pode ter passado pelo mínimo e estar já no outro lado do poço de potencial. 
No passo seguinte diminui-se kn+1 fazendo-se por exemplo:  
 
5,0*1 nn kk   (86) 
 
 
Figura 8 – Representação do caminho do algoritmo steepest-descent numa dimensão. 
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Em cada passo verifica-se a diferença entre os valores de Vn-1({ri})e Vn({ri}). Se a 
mesma for menor que um fator de convergência ΔV estipulado, o processo é 
interrompido, ou seja, utiliza-se um critério de convergência. 
 
2.8.5.2. Algoritmo conjugate gradient  
 
O método conjugate gradient é um método mais sofisticado na procura de um mínimo 
da função energia. Além de utilizar a informação sobre a primeira derivada (gradiente), 
tem em conta o caminho já percorrido. O método dos gradientes conjugados utiliza 
para a determinação do passo seguinte, além do valor do gradiente no ponto atual, o 
valor do gradiente obtido no passo anterior. Neste método o deslocamento das 
coordenadas (Δri,n) é dado por: 
 
ninnir ,,   
(87) 
 
onde, 
)/()/(
2
1,
2
,1,,,,  nininininini FFFF   (88) 
 
e n  é um parâmetro ajustável a cada passo.  
A vantagem da utilização do gradiente conjugado reside no fato de que a expressão 
matemática acima garante que a direção do gradiente no novo ponto 
)( ,,1, ninini rrr   será sempre ortogonal ao gradiente do ponto anterior ( nir , ), e 
consequentemente a todos os anteriores, e que a direção ni,  será “conjugada” a 
todas as direções anteriores. Esta propriedade determina um caminho mais direto ao 
fundo do poço de potencial, evitando o retorno sobre caminhos já percorridos, ao 
contrário do algoritmo steepest-descent que utiliza somente a informação em um ponto 
e que, portanto, não pode excluir esta possibilidade. 
Na prática, para os sistemas macromoleculares, o algoritmo steepest-descent mostra-
se mais eficiente e rápido nos passos iniciais quando se está muito longe do mínimo, 
entretanto quando se está perto de atingir o mínimo o método do gradiente é muito 
mais rápido e preciso. Desta forma pode-se conjugar os dois métodos utilizando 
inicialmente o steepest-descent com um critério de convergência relativamente baixo e 
após o método dos gradientes conjugados para o refinamento final.  
 
FCUP      89 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
2.9. Dinâmica Molecular 
 
Dinâmica Molecular, MD, é uma técnica com a qual, por simulação, se estudam os 
movimentos de um sistema de partículas. O fundamento para a simulação de 
Dinâmica Molecular é o conhecimento das equações do movimento para o sistema 
considerado. Para muitos sistemas, entre os quais os biomoleculares, as equações da 
dinâmica clássica são adequadas.  
 
O estado microscópico de um sistema pode ser especificado em termos das posições 
e momentos das partículas que o constituem. Dessa forma, o Hamiltoniano H de um 
sistema molecular clássico pode ser escrito como a soma das energias cinética, T, e 
potencial, V, como função das séries de coordenadas generalizadas, qi, e de 
momentos generalizados, pi, de todos os átomos do sistema, Nat: 
 
        iiii qVpTpqH ,   (89) 
 
onde qi=q1,q2,...,qNat e pi=p1,p2,...pNat. 
 
A energia potencial V({qi}) contém os termos de interação inter e intramoleculares, de 
curto e longo alcance, e pode ser substituída pela função potencial V({ri}), tal que as 
coordenadas qi sejam as coordenadas cartesianas, ri e pi, os seus momentos 
conjugados. A energia cinética assume a forma: 
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em que mi é a massa do átomo i.  
 
A partir de H é possível construir as equações do movimento que governam a 
evolução temporal do sistema e as suas propriedades dinâmicas. 
Como a energia potencial é independente das velocidades e do tempo, H é igual à 
energia total do sistema, e as equações do movimento de Hamilton: 
 
ii pHq  /   (91) 
ii qHp  /   (92) 
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conduzem às equações do movimento de Newton: 
 
iiii vmpr  /  (93) 
 
   iiiiii FrrVrmp  /  (94) 
 
respetivamente, em que ir (ou vi) e ir  são a velocidade e a aceleração do átomo i, e Fi 
é a força sobre o átomo i.  
A Dinâmica Molecular consiste na resolução numérica das equações (93) e (94) e na 
integração das mesmas passo-a-passo ao longo do tempo, de maneira eficiente. 
Como resultado obtém-se energias e trajetórias para todas as partículas (ou átomos) e 
para o sistema como um todo, a partir das quais várias propriedades podem ser 
calculadas. O tempo deixa de ser contínuo e passa a ser discreto nos sistemas 
moleculares em passos menores que o período das vibrações dos átomos de 
hidrogénio, o movimento molecular mais rápido. Neste procedimento é essencial que a 
energia potencial seja uma função contínua das posições das partículas e que as 
posições variem suavemente com o tempo. As forças sobre cada átomo, Fi, que são 
obtidas a partir da derivada espacial da função energia potencial como é apresentado 
na equação (94), podem desta maneira ser consideradas constantes no intervalo entre 
dois passos. A estabilidade da dinâmica é assim favorecida, os átomos seguem as 
suas trajetórias clássicas de forma mais exata e a energia total do sistema tende a 
conservar-se. Uma limitação para a simulação da dinâmica molecular reside no fato de 
que para cada nanossegundo de simulação são necessários dois milhões de passos 
com um passo de tempo de 5*10-16 s. 
 
2.9.1. O algoritmo de Verlet 
 
Os termos que compõem a energia potencial total caraterizam-na como uma função 
contínua das posições atómicas. Quando a energia potencial é uma função contínua 
das posições e o passo de tempo é pequeno o suficiente para se considerar que as 
posições variem suavemente com o tempo, dado um conjunto de posições atómicas 
num instante t, as posições no passo seguinte podem serem obtidas por uma 
expansão de Taylor de ri(t) truncada na segunda ordem: 
 
FCUP      91 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
2)(
!2
1
)()()( ttrttrtrttr iiii      (95) 
 
Do mesmo modo obtém-se as posições no passo anterior a ri(t): 
 
2)(
!2
1
)()()( ttrttrtrttr iiii      (96) 
 
em que t  representa o passo temporal. Somando as equações (95) e (96) obtém-se 
o algoritmo de Verlet (1967)121 para a propagação das posições: 
 
2)()()(2)( ttrttrtrttr iiii     (97) 
 
A aceleração )(tri é obtida a partir da equação (94), tal que: 
 
iii mtFtr /)()(   (98) 
 
  iii rtrVtF  /))(()(  (99) 
 
No algoritmo de Verlet, tal como em outros métodos numéricos de MD, resolvem-se as 
equações de movimento de Newton para cada átomo e em cada incremento de tempo. 
A avaliação das forças para obtenção das acelerações, equação (98), é o processo 
que consome mais tempo computacional na Dinâmica Molecular. 
O tempo gasto no cálculo das forças depende da complexidade da função energia 
potencial. São tomadas as derivadas espaciais de cada termo potencial e somadas 
para se obter a força resultante e a aceleração, sobre cada átomo de forma a gerar 
cada novo conjunto de coordenadas. As acelerações são inseridas num algoritmo para 
a previsão das novas posições e em seguida o processo repete-se.  
Como as velocidades não aparecem na equação (97), elas não desempenham papel 
algum na determinação das trajetórias neste algoritmo. As novas posições no instante 
t+δt são computacionalmente obtidas a partir das posições nos instantes t e t-δt e das 
forças )(tFi  sobre cada partícula no instante t. As velocidades, porém, são 
necessárias para o cálculo da energia cinética, que somada à energia potencial dá a 
energia total do sistema. Subtraindo as equações (95) e (96) obtém-se o algoritmo de 
Verlet para a propagação das velocidades: 
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  tttrttrtr iii  2/)()()(   (100) 
 
Quando se truncam as interações de longo alcance, o potencial sofre uma variação 
brusca no instante em que a distância entre um par de átomos em interação 
ultrapassa o raio de corte. Nestes casos, com a expansão de Taylor não se pode 
prever as posições nas vizinhanças onde o potencial é descontínuo, as partículas 
sofrem colisões impulsivas e as velocidades variam de maneira descontínua.  
 
2.9.2. O algoritmo summed Verlet ou leapfrog 
 
As trajetórias obtidas estão sujeitas a imprecisões numéricas pelo fato de, para cada 
átomo, se tomar a diferença entre duas posições, que são quantidades grandes, com 
o objetivo de se obter o incremento que leva à posição seguinte, que é uma 
quantidade pequena. Uma forma de evitar este problema surgiu com o algoritmo de 
meio-passo leapfrog, que é uma modificação do algoritmo básico de Verlet122, 123. As 
velocidades nos meio-passo 2/tt  e 2/tt  podem ser obtidas desmembrando-se 
a equação anterior: 
 
  ttrttrttr iii  /)()()2/(   (101) 
e 
  tttrtrttr iii  /)()()2/(   (102) 
 
A propagação das posições é obtida diretamente da equação (101), na forma: 
 
tttrtrttr iii  )2/()()(    (103) 
 
a qual apresenta melhores resultados por não lidar com diferenças entre valores 
grandes, comparados às pequenas variações nas posições atómicas entre t e t+δt. 
Para atualizar as posições com a equação (103) é necessário o conhecimento das 
velocidades )2/( ttri  . Para isso, substitui-se a equação (97) na equação (101) e em 
seguida na equação (102), conduzindo a: 
 
ttrttrttr iii  )()2/()2/(    (104) 
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Para se obter a energia cinética do sistema num instante t, determinam-se as 
velocidades em t pela média: 
 
  2/)2/()2/()( ttrttrtr iii      (105) 
Conhecendo-se a energia potencial no instante t, é possível determinar a energia total 
do sistema (H = T + V) no instante t. 
As equações (103) e (104) compõem o algoritmo summed Verlet ou leapfrog. Este 
algoritmo equivale algebricamente ao algoritmo de Verlet básico, exposto no 
subcapítulo anterior. Porém, além da sua menor suscetibilidade a erros numéricos, 
ocupa menos espaço de armazenamento na memória, sendo um dos algoritmos mais 
estáveis, simples e eficientes. A sua maior vantagem será o fato de as velocidades 
aparecerem no cálculo das novas posições, o que torna o sistema acoplável a um 
banho térmico por correções nas velocidades. Como a energia potencial é uma função 
das posições e a variação destas depende das velocidades, equação (103), controlar 
as velocidades significa controlar diretamente, além da energia cinética, também a 
energia potencial e consequentemente a energia total do sistema. 
A temperatura T de um sistema pode ser aproximada em termos da energia cinética 
média sobre um número Nsteps de passos: 
 
steps
at
N
N
i
iiBat trmTKN 


1
2
)(
2
1
2
3
  (106) 
 
Nsteps varia geralmente entre 20 a 50 passos, dependendo do número Nat de átomos do 
sistema (Brooks et al., 1983). O acoplamento a um banho térmico dá-se a partir da 
comparação da temperatura T a cada ciclo de Nsteps, com uma temperatura de 
referência T0. Se a diferença entre T e T0 estiver fora de um desvio ΔT estipulado, 
geralmente 10% de T0, então as novas velocidades são corrigidas por um fator: 
 
 2/10 )/()2/()2/( TTttrttr ii      (107) 
 
Quando não há forças externas a atuar sobre um sistema a sua energia total 
conserva-se, podendo o mesmo ser mantido isolado, dispensando as correções nas 
velocidades. Porém, como no início da dinâmica há uma tendência geralmente na 
direção de configurações de energia potencial mais baixa, a energia cinética e 
consequentemente a temperatura tendem a aumentar. 
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O controlo das velocidades é também útil no início da dinâmica. Dado um conjunto de 
coordenadas iniciais otimizadas, são introduzidas velocidades iniciais por um sorteio 
de acordo com uma distribuição de Maxwell-Boltzmann associada a um valor de 
temperatura igual ou inferior a 10 K. Uma dinâmica preliminar de poucos picosegundos 
pode ser efetuada para melhorar a distribuição e equilibração das velocidades. O 
sistema é então aquecido, ajustando-se as velocidades, a taxas em torno de 20 K por 
picosegundo até se alcançar a temperatura desejada. De seguida, a dinâmica 
desenvolve-se a temperatura constante por algumas dezenas de picosegundos para 
equilibrar o sistema passando à recolha de dados.  
 
2.9.3. Passo Temporal 
 
A escolha do passo temporal deve ser devidamente ponderada porque é determinante 
no sucesso da MD. Um valor muito pequeno requer um elevado custo computacional, 
limitando a sua utilização em sistemas de grandes dimensões. Em contrapartida, 
elevados valores de passo temporal são menos exigentes em termos de CPU. No 
entanto, tendem a promover uma instabilidade na integração do algoritmo, o que pode 
culminar no término erróneo do cálculo e na integração errada das equações do 
movimento. Tipicamente, em simulações de biomoléculas flexíveis escolhe-se um 
intervalo de tempo, de pelo menos, uma ordem de magnitude menor do que a 
frequência do movimento mais rápido. O passo temporal recomendado nestes casos é 
de 1 fs. De modo a ultrapassar esta dificuldade, é comum restringirem-se os 
movimentos das ligações entre átomos mais leves, (hidrogénios), aos seus valores de 
equilíbrio, sem contudo alterar os restantes graus de liberdade. Esta aproximação 
permite que as vibrações das ligações entre átomos pesados possuam o nível mais 
alto de frequência de vibrações (2-5 vezes menor em magnitude), atribuindo assim 
relativa confiança à utilização de um tempo de passo de 2 fs.  
 
O algoritmo SHAKE124 é um método usado no constrangimento de alguns graus de 
liberdade em determinados átomos ao longo de uma simulação MD. Este baseia-se no 
esquema de integração de Verlet efetuado em dois passos. Inicialmente resolve as 
equações do movimento sem restrições, e só posteriormente é que impõe forças de 
restrição aos átomos. Em simulações de MD de sistemas biológicos proteicos é 
comum utilizar-se o SHAKE na restrição da distância entre átomos de hidrogénio e 
átomos pesados. Para além disso, o SHAKE pode também ser usado na restrição dos 
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modos de alongamento das ligações entre átomos pesados, permitindo a utilização de 
maiores passos temporais.  
2.9.4. Limites e Condições de Fronteira do Sistema 
 
O volume e a superfície de um sistema esférico aumentam com o cubo e o quadrado 
do seu raio, respetivamente. Os átomos situados à superfície de qualquer sistema 
apresentam menor número de átomos vizinhos, estabelecendo uma maior quantidade 
de interações com o solvente. Este fato pode implicar algumas modificações nas 
propriedades de sistemas relativamente pequenos, pois elevadas magnitudes desses 
efeitos podem influenciar e perturbar determinadas caraterísticas do sistema em 
estudo. Este efeito é particularmente importante em sistemas com elevadas taxas de 
interações eletrostáticas. De forma a solucionar este problema, é comum utilizarem-se 
condições periódicas de fronteira, que garantem que o sistema não possua uma 
interface com o vácuo. Em geral, este protocolo consiste em assumir que o sistema se 
encontra no interior de uma caixa de solvente (célula unitária), sendo esta unidade, 
replicada indefinidamente em todas as direções. Deste modo, efetua-se um varrimento 
por todo o espaço circundante ao sistema, o qual elimina praticamente todos os efeitos 
de superfície do modelo. Segundo este procedimento, considera-se que cada partícula 
localizada no interior de uma célula unitária interage com todas as partículas 
pertencentes a essa mesma unidade, e ainda com as suas imagens nas células 
unitárias vizinhas. Para além disso, se a trajetória de uma partícula específica a 
movimentar para fora do limite da célula unitária com uma determinada direção no 
espaço, a sua imagem entra, em simultâneo, na mesma unidade celular num ponto 
precisamente oposto àquele de onde saiu. Deste modo, tanto as interações como as 
partículas do sistema modelo podem "passar" as fronteiras da célula unitária. A 
escolha do tamanho da célula unitária a utilizar deve ser ponderado, e tem de ser, pelo 
menos tão grande como o maior comprimento da interação do raio de corte (cut-off) 
considerado na simulação de DM. Em geral, células unitárias demasiado pequenas 
podem implicar a dupla contabilização de algumas interações interatómicas (uma na 
própria unidade e outra na imagem fora da célula). Para além disso, na modelação 
típica de um sistema proteico em solvente, as dimensões da célula devem conter, pelo 
menos a dimensão da molécula, assim como duas vezes a maior interação do raio de 
corte, de forma a evitar que duas moléculas de soluto pertencentes a diferentes 
células unitárias interajam entre si. 
 
 
FCUP      96 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
2.10. Cálculos de energia livre  
 
A energia livre é uma quantidade termodinâmica que está diretamente relacionada 
com a manutenção e otimização de processos bioquímicos necessários à vida. 
Permite compreender o modo como as espécies químicas/bioquímicas se 
reconhecem, associam ou reagem.  
A energia livre é geralmente expressa como função de Helmholtz, F, ou função de 
Gibbs, G. A função de Helmholtz é apropriada para um sistema com um número 
constante de partículas, temperatura e volume (NVT constante, também referido como 
ensemble canónico), enquanto a função de Gibbs é adequada para um número 
constante de partículas, pressão e temperatura (ensemble NPT). 
Computacionalmente são calculadas diferenças de energia livre entre dois estados 
relacionados de um sistema, porque para se obter uma boa estimativa da energia livre 
absoluta ter-se-ia que amostrar todas as configurações possíveis de um sistema, o 
que não é viável. A diferença de energia livre corresponde à probabilidade relativa de 
encontrar um sistema num determinado estado em oposição a outro.  
Ao longo das últimas décadas, poderosas metodologias computacionais têm sido 
desenvolvidas para o cálculo de energia livre recorrendo à dinâmica molecular. Estes 
métodos computacionais podem ser usados numa vasta gama de áreas de 
investigação. Permitem prever, por exemplo, a afinidade de um fármaco para a 
proteína recetora, a estabilidade de estruturas, a energia de associação de proteínas, 
as preferências conformacionais, etc. Estudos realizados demonstram que os valores 
das diferenças de energia livre calculados estão de acordo com os experimentais, o 
que significa que os valores calculados têm significado quantitativo. 
Dos métodos que recorrem à dinâmica molecular para o cálculo de energia livre, 
descreveremos os dois utilizados neste doutoramento: MM-PBSA 125, Molecular 
Mechanics - Poisson Boltzman Surface Area e TI, Integração Termodinâmica 26, 126-130. 
Na altura de decidir qual a estratégia computacional a usar deve se ter em conta, entre 
outros fatores, o tempo de computação necessário para prever a diferença de energia 
livre. TI é um método rigoroso que exige simulações extremamente longas. Este 
método envolve a transformação lenta e gradual entre dois estados de interesse. Com 
o aumento do poder computacional que se tem verificado, nos últimos anos tem-se 
observado uma aplicação crescente deste. MM-PBSA é um método mais rápido, 
menos rigoroso, e que se baseia na decomposição da energia de Gibbs. De salientar 
que a qualidade dos resultados obtidos com qualquer um destes métodos depende da 
amostragem configuracional, do modelo computacional do sistema, do campo de 
forças utilizado e do tempo de simulação.  
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2.10.1. Integração Termodinâmica 
 
A química computacional consegue prever com grande rigor diferenças de energias de 
Gibbs de sistemas moleculares. Os métodos computacionais mais rigorosos para 
calcular a energia de Gibbs são a Integração Termodinâmica, TI, e a Perturbação na 
Energia Livre, FEP.26, 126-130 Na literatura é possível verificar que estes dois métodos 
diferem essencialmente na fórmula usada para calcular a energia livre. Nos trabalhos 
efetuados neste doutoramento optou-se pelo método de Integração Termodinâmica, 
mas FEP e TI são de eficiência semelhante. 131 
 
A diferença de energia de Gibbs entre dois estados, A e B, pode ser obtida da fórmula 
de Zwanzig132  
 
1
A B B AG β ln exp β(V -V )B A AG G

       (108) 
 
onde ß= 1/KT e 
A
significam a média gerada pelo ensemble nas simulações de 
mecânica molecular ou de monte carlo usando o potencial VA.  
A equação anterior assume que a amostragem do espaço conformacional é obtida em 
condições de Temperatura e Pressão constantes, (ensemble isotérmico-isobárico). A 
contribuição cinética para a diferença de energia livre, por exemplo devido a uma 
mudança na massa atómica, não é considerada uma vez que se cancela devido ao 
teorema de equipartição de energia e ao ciclo termodinâmico relevante.  
O principal critério da equação (108) é que o espaço conformacional amostrado com o 
potencial VA deve ter a mesma probabilidade de ocorrer em VB. Isto significa que as 
regiões térmicas acessíveis dos dois potenciais devem ter um grau de sobreposição 
considerável. 
Para resolver o problema associado à implementação da equação anterior uma 
aproximação em vários passos é normalmente adotada. O caminho entre os estados A 
e B é definido pela introdução de um conjunto de funções de energia potencial 
intermédias que são normalmente construídas como uma combinação linear dos 
estados inicial, A, e final, B. 
 
BmAmm VVV   )1(  (109) 
 
onde λm varia de 0 até 1. Na prática, este caminho é composto por um determinado 
número de pontos, cada ponto representado por uma função de energia potencial 
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correspondente a um determinado valor de λ. O uso deste parâmetro reside no fato de 
a diferença de energia livre ser uma função de estado, e a sua diferença depende 
unicamente dos estados inicial e final, e por isso, qualquer caminho reversível que 
ligue estes dois estados pode ser usado computacionalmente para medir a diferença 
de energia entre dois estados de interesse.  
A variação de energia de Gibbs total pode ser obtida somando todos os estados 
intermediários ao longo da variável λ, 
 
 
1
1
1
1
ln exp ( )
n
B A m m m
m
G G G V V 




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 (110) 
 
Se os intermediários não forem definidos como uma simples combinação linear dos 
estados A e B, pode-se ainda escrever a diferença de potencial no expoente da 
equação (110) como, 
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  (111) 
 
tendo em conta que os passos λ devem ser suficientemente pequenos. Isto significa 
que a equação (110) tomará a seguinte forma: 
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para pequenos passos de λ esta equação pode ser linearizada retendo apenas os 
termos líderes na expansão de Taylor do expoente e do logaritmo para dar 
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Cuja, com λ→0 pode ser escrita como um integral que depende de λ.  
 
1
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                (114) 
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A equação (114) é a utilizada para calcular a diferença de energia de Gibbs por TI. 
Basicamente, a diferença de energia de Gibbs entre dois estados A e B é expressa 
como um integral de λA=0 a λB=1 da média de ensemble da derivada da energia 
potencial em relação a λ. A integração pode ser realizada de forma contínua, mudando 
lentamente λ de A para B durante a simulação (slow growth method). Uma abordagem 
mais controlada consiste em fazer uma simulação para cada ponto fixo λ e avaliar o 
integral numericamente. Desta forma, a convergência das simulações em cada ponto 
de λ pode ser verificada de forma independente. Para obter estimativas credíveis da 
diferença de energia entre dois estados de um sistema, o sistema deve estar em 
equilíbrio em todos os momentos e deve ser amostrado em cada ponto um conjunto 
de configurações representativas e em equilíbrio. O número de pontos λ amostrados 
deve ser tanto maior quanto maior for a precisão desejada para ΔG. 
 
As aplicações mais comuns de TI incluem cálculos de diferenças de energia de 
solvatação/hidratação e de diferenças de energia de ligação (por exemplo comparar a 
afinidade de ligação de dois ligandos para um recetor. Ambos os procedimentos 
envolvem a necessidade de adicionar ou remover, (dissociar/aniquilar), átomos com o 
objetivo de calcular a variação de energia de Gibbs resultante. 
 
Um problema bastante conhecido dos cálculos de energia livre é a chamada 
“catástrofe do ponto final” associada ao aparecimento e desaparecimento dos 
átomos133. Isto é particularmente pertinente para o nosso caso. O problema pode ser 
dividido em dois.  
Primeiro, há uma possível instabilidade numérica nas fórmulas da energia livre 
associadas essencialmente ao termo repulsivo 
12
1
r
 
 
  no termo de Lennard-Jonnes em r 
próximo de zero. Isto acontece num estado no qual um certo átomo não tem 
interações e, por isso, outros átomos podem coincidir com a sua posição. 
Consequentemente, a energia do estado onde este átomo começa a surgir com uma 
interação diferente de zero, pode ser muito grande, (infinita no limite de r=0), assim 
como a sua derivada.  
O segundo problema é talvez mais sério e está relacionado com uma amostragem 
conformacional deficiente introduzida pelo aparecimento/desaparecimento dos 
átomos. Isto pode ser entendido partindo do fato que o potencial repulsivo de LJ de um 
átomo muito pequeno ainda tende para infinito quando r→0. Assim, a amostragem de 
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posições ocupadas pelo desaparecimento dos átomos não pode ser acompanhada até 
esses átomos desaparecerem completamente, ou seja, no ponto final da gama de 
valores de λ. Isto é particularmente problemático em geometrias confinadas, tal como 
dentro do centro ativo da proteína, onde é possível que o espaço ocupado pelos 
átomos que vão desaparecendo não possa ser devidamente ocupado antes do final do 
último ponto da simulação. 
Em suma, a interpolação linear dos potenciais de LJ e de Coulomb é problemática 
quando há criação de partículas do nada ou quando partículas desaparecem (lambda 
perto de zero ou de 1). Para resolver este problema, as singularidades nos potencias 
devem ser removidas e isto é feito utilizando potenciais soft-core134. 
Para melhorar consideravelmente a amostragem usam-se potenciais soft-core não 
ligantes, em conjunto com uma distribuição mais densa de valores de lambda perto 
dos pontos finais problemáticos. Adicionalmente separam-se as interações 
Coulombicas e de LJ.135 
 
2.10.2. Molecular Mechanics- Poisson Boltzmann Surface Area 
 
O MM-PBSA125, Molecular Mechanics- Poisson Boltzmann Surface Area, 
implementado no AMBER 136 baseia-se na análise das trajetórias de dinâmica 
molecular, usando um modelo de solvente contínuo para o cálculo de energia livre. A 
energia livre de um estado é dada por: 
 
MM PBSA MMG E G T S    (115) 
 
MME é a média da energia proveniente da  mecânica molecular que tipicamente inclui 
ligações, ângulos, diedros, componente eletrostática e de vdW de um determinado 
campo de forças, incluindo no cálculo todas as interações não ligantes, 
independentemente da sua distância. A energia livre de solvatação, 
PBSAG , é 
aproximada como a soma da contribuição eletrostática, calculada pela resolução 
numérica da equação de Poisson Boltzmann, com a contribuição não-polar, termo 
dependente da área superficial. Os termos 
PBSAG e MME são obtidos calculando a 
média das geometrias extraídas da simulação de dinâmica molecular do sistema. As 
geometrias extraídas têm que ser representativas de um ensemble. O último termo, 
MMT S , a entropia do soluto, geralmente não é calculado. Este termo é considerado 
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equivalente para ligandos de dimensões semelhantes e consequentemente cancelado 
quase completamente no cálculo da diferença de energia livre.  
A energia livre de solvatação eletrostática é calculada resolvendo a equação de 
Poisson-Boltzmann  
 
( ) ( ) ´ ( ) 4 ( )r r k r r          (116) 
 
onde ( )r  é o potencial eletrostático, ( )r é a constante dielétrica, ( )r é a 
densidade de carga, e ´k é o inverso do comprimento de Debye-Huckel. No Delphi 137, 
138 o processo inicial envolve a sobreposição de uma grelha cúbica ao soluto e ao 
solvente. Os valores do potencial eletrostático, densidade de carga, constante 
dielétrica e força iónica são calculados em cada ponto da grelha. Como raramente as 
cargas atómicas coincidem com os pontos da grelha, esta é repartida entre os oitos 
pontos da grelha mais próximos, de tal maneira que quanto mais perto estiver um 
ponto da grelha de determinado átomo maior será o valor da carga atribuído. A região 
de fronteira entre o soluto e o solvente é definida pela superfície molecular. A todos os 
pontos da grelha que se encontrem fora desta superfície são atribuídos valores 
dielétricos do solvente e uma força iónica escolhidos pelo utilizador de modo a 
reproduzir circunstâncias experimentais (ou fisiológicas) relevantes. Aos pontos da 
grelha que se encontrem dentro da cavidade são atribuídos a constante dielétrica do 
soluto, normalmente entre 2 e 4 para o caso de proteínas. De seguida são calculadas 
as derivadas da equação de Poisson-Boltzmann em cada cubo da grelha. O processo 
é iterativo de tal maneira que o potencial eletrostático, em cada ponto, depende do 
potencial dos pontos vizinhos e só termina quando um determinado parâmetro de 
convergência é atingido. 
 
Figura 9 - Representação do método da diferença finita utilizado na resolução da equação de Poisson-Boltzmann. 
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O cálculo da componente eletrostática da energia livre de solvatação é obtida pela 
alteração da energia eletrostática ao transferir o soluto de um meio com constante 
dielétrica baixa, por exemplo o vácuo, para um meio com constante dielétrica elevada, 
usando a mesma grelha e a mesma constante dielétrica para o soluto.  
 
 80 1
1
2
PB i i i
i
G q       (117) 
 
onde q são as cargas pontuais do soluto.  
As contribuições não eletrostáticas da energia livre de solvatação são importantes 
quando os solutos não são carregados ou são pouco polares. O termo de solvatação 
não polar é determinado usando a relação empírica: 
 
nonpolG A b     (118) 
 
onde A é a área acessível ao solvente e e b são constantes obtidas a partir de dados 
experimentais.  
 
2.11. Métodos Híbridos 
 
A qualidade dos resultados pretendida num estudo computacional está diretamente 
relacionada com o custo computacional requerido, sendo este fato minuciosamente 
equacionado no início de qualquer cálculo. A melhor qualidade obtida pelos métodos 
quânticos é conseguida à custa de um tempo de computação muito elevado, o que 
implica que estes só possam ser utilizados em sistemas com menos de uma centena 
de átomos. Deste modo, em sistemas maiores podem ser utilizados métodos 
semiempíricos, até cerca de algumas centenas, ou mecânica molecular quando estão 
envolvidos milhares de átomos. A utilização destes métodos menos rigorosos implica, 
no entanto, a obtenção de resultados dependentes dos parâmetros utilizados, e 
consequentemente de qualidade não tão elevada. Com o intuito de estudar sistemas 
de interesse químico e biológico, impossíveis de estudar na totalidade com um nível 
teórico elevado, em tempo útil, pelo computador disponível, surgiram os métodos 
híbridos que permitem a aplicação de diferentes níveis de teoria a diferentes partes de 
uma molécula ou sistema molecular. Estes métodos, também apelidados de QM/MM 
(Quantum Mechanics/Molecular Mechanics) possibilitam a aplicação de um nível 
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teórico elevado (métodos quânticos) na parte mais interessante do sistema e calcular 
os efeitos do sistema restante com um nível de teoria mais baixo (métodos 
semiempíricos ou mecânica molecular), de modo a que o resultado final tenha uma 
exatidão comparável à de um cálculo de nível teórico elevado no sistema completo. 
 
2.11.1. ONIOM 
 
Um método híbrido bastante popular, desenvolvido por Morokuma e colaboradores é o 
ONIOM, Our own N-layered Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics, 
que permite a divisão do sistema em duas ou mais camadas e a atribuição de um 
método computacional diferente a cada uma delas.139 Considerando, por exemplo, um 
sistema, dividido em duas regiões/modelos: modelo pequeno (P) descrito por métodos 
quânticos e o modelo grande (G) caraterizado por mecânica molecular. De acordo com 
o método híbrido ONIOM, o cálculo da energia total do sistema divide-se em três 
componentes: cálculo da energia do modelo pequeno usando os dois níveis teóricos 
testados (QM e MM) e cálculo da energia do modelo grande usando MM. Por 
aplicação da equação (119) pode-se extrapolar o valor da energia que o sistema teria 
tratando o modelo P com nível teórico elevado e o modelo G com mecânica molecular. 
A energia de interação/eletrostática entre os dois pode ser calculada com o nível baixo 
ou com o nível elevado, conforme se aplique o formalismo mechanical embedding ou 
electrostatic embedding. A energia de vdW entre os dois sistemas é sempre calculada 
com o nível teórico mais baixo. Dado que este é um método subtrativo, a energia total 
do sistema toma a seguinte expressão: 
 
P
QM
I
MM
P
QM
P
MM
G
MMMMQM EEEEEE /   (119) 
 
A subtração da energia de ambos os modelos calculados com o nível teórico mais 
baixo, 
P
MM
G
MM EE  , elimina todos os termos repetidos, dando origem ao modelo I. Este 
modelo virtual inclui todos os átomos do modelo grande com exceção dos átomos do 
modelo pequeno, aos quais se adicionam os termos não ligantes resultantes da 
interação entre ambos. Posteriormente, é adicionada a energia do modelo pequeno 
calculada com o nível de teoria superior. Entre as vantagens deste esquema encontra-
se o fato de não limitar o número de regiões em que o sistema pode ser dividido, 
possibilitando assim a utilização de vários níveis teóricos distintos em cada uma 
dessas regiões. No caso de se dividir o sistema em estudo em três regiões (modelo 
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grande (G), médio (M) e pequeno (P)) caraterizados com níveis teóricos distintos 
(Teoria do Funcional da Densidade (DFT), método semiempírico (SE) e mecânica 
molecular (MM), respetivamente), a energia total do sistema adquire a seguinte 
expressão: 
 
P
DFT
P
SE
M
SE
M
MM
G
MMMMQM EEEEEE /  (120) 
 
De acordo com este método híbrido, as regiões não têm que ser necessariamente 
contíguas. No entanto, cada uma de estar descrita explicitamente, juntamente com a 
respetiva carga e multiplicidade de spin.140 Em mechanical embedding, o fato de a 
função de onda do modelo pequeno, descrito com o nível teórico elevado (QM), ser 
calculada de forma independente do modelo grande, caraterizado por MM, faz com 
que essa mesma função não seja polarizada pelas interações provenientes do nível de 
teoria inferior. Daqui resulta que a aplicação deste método subtrativo não é 
aconselhada perante sistemas com elevada deslocalização de carga, cuja contribuição 
das interações eletrostáticas entre as duas regiões é muito importante. 
 
2.11.2. Divisão do Modelo e Caraterização das Zonas de 
Fronteira 
 
A qualidade dos resultados obtidos pelos métodos híbridos depende essencialmente 
da divisão adequada do sistema e da escolha dos métodos computacionais. Deste 
modo, estas decisões devem ser convenientemente ponderadas. Em princípio, o 
desenho de um modelo de duas regiões será apropriado se o modelo pequeno incluir 
as interações determinantes para a diferença de energia que está a ser calculada, o 
nível teórico elevado descrever essas interações com exatidão e as interações entre o 
modelo pequeno e o modelo grande forem igualmente descritas com exatidão 
suficiente pelo nível teórico inferior. A divisão adequada do sistema é feita, 
naturalmente, de acordo com a função e o grau de interesse de cada região para o 
estudo em causa. Deste modo, se o objetivo do estudo for, por exemplo, a elucidação 
do mecanismo catalítico de uma enzima, a parte do sistema a tratar com o nível 
teórico mais elevado deverá estar concentrada no respetivo centro ativo. 
Outro grande desafio associado aos métodos híbridos é a caraterização das zonas de 
fronteira entre diferentes regiões estudadas com níveis teóricos distintos conetadas 
através de interações covalentes. Esta zona limite deve descrever corretamente as 
interações covalentes (comprimentos de ligação, ângulos de ligação, …) e não 
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ligantes (van der Waals e eletrostáticas), entre átomos das distintas regiões 
envolvidas. O cálculo da componente não ligante é particularmente importante perante 
sistemas polares ou iónicos, nos quais a distribuição de carga e a polarização entre as 
duas regiões é crucial. Deste modo, a colocação da fronteira entre as regiões deve 
obedecer a várias considerações, tais como: 
 ligações químicas que estejam a ser quebradas ou formadas devem ser 
incluídas na região tratada com o nível teórico mais elevado, tal como os 
átomos que sofram alteração de hibridização; 
 sistemas conjugados ou aromáticos não devem ser quebrados, mas incluídos 
completamente numa das regiões; 
 perante previsão de efeitos relevantes em átomos de segunda ou terceira 
esferas, estes devem ser incluídos na mesma camada; 
 quando a fronteira entre as camadas separa átomos que interagem por 
ligações covalentes, é necessário preencher a valência dos átomos afetados. 
Essas valências podem ser completadas com átomos de ligação, chamados 
link atoms. Estes são geralmente átomos de hidrogénio, porém também podem 
ser utilizados outros tipos de átomos (halogéneos), ou até mesmo grupos de 
átomos (por exemplo, grupos metilo). Idealmente, esta escolha deve ser feita 
de forma que o link atom descreva com exatidão a região que substitui 
(calculada com nível teórico inferior).  
 
Apesar da elevada utilidade, a utilização de link atoms pode despoletar problemas na 
otimização de geometria e cálculo da energia total do sistema, em particular na 
correção da energia das regiões tratadas com nível de teoria elevado. Para além 
disso, podem surgir efeitos de polarização nas regiões onde ocorre a sua aplicação, 
promovendo assim a instabilidade do sistema. 
 
Existem três métodos que permitem contabilizar a interação entre a entre a região 
MM e a região QM: 
 Inserção mecânica, mechanical embedding, ME: método simples, através do 
qual a região com nível de teoria elevado (QM) é calculada independentemente 
da região com nível teórico inferior (MM), enquanto no cálculo da região MM, a 
presença da região QM é simulada pela adição de um conjunto de cargas 
pontuais. Desta forma, a interação entre as duas regiões é calculada apenas 
com o nível teórico mais baixo (MM). Este método depende fortemente de 
parâmetros da mecânica molecular. 
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 Inserção eletrostática, electrostatic embedding, EE: método complexo, através 
do qual se incluem os efeitos de polarização da região MM sobre a região QM 
pela adição de um termo mono-eletrónico ao Hamiltoniano quântico. Este 
termo é calculado a partir da distribuição de carga dos átomos da região MM e 
é atualizado passo a passo durante a otimização de geometria. Este método 
torna o cálculo muito complexo e dispendioso embora apresente a vantagem 
de tratar as interações eletrostáticas entre camadas com o nível mais elevado. 
 Inserção com polarização, polarized embedding, PE: método mais complexo, 
através do qual se incluem os efeitos de polarização da região MM sobre a 
região QM, bem como os da região QM sobre a região MM. Método 
semelhante a um cálculo autoconsistente, com o objetivo de atingir 
determinado critério de convergência. Método de difícil implementação (requer 
campos de força polarizáveis que reagem perante perturbações induzida pela 
região QM) e extremamente dispendioso em tempo de computação. 
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Capítulo 3 
Estudos com 
Aminoácidos 
“The best model of a cat is 
another cat or, better, the cat 
itself” 
            ……….          N. Wiener 
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3.1. Introdução 
 
Neste capítulo III, é apresentado um estudo de benchmarking onde são avaliados 
funcionais DFT na caraterização de estados de protonação de aminoácidos e de 
transferência protónica entre aminoácidos. Os estados de ionização dos aminoácidos 
influenciam a estrutura, função, estabilidade, solubilidade, e reatividade das proteínas 
e são difíceis de determinar de forma inequívoca por meios experimentais. Deste 
modo, é muito importante determiná-los recorrendo a métodos teóricos de elevada 
exatidão. Foram avaliados funcionais DFT, frequentemente usados para caraterizar 
modelos grandes e complexos como proteínas, na descrição da afinidade protónica 
eletrónica, K
elPA
0 , das cadeias laterais ionizáveis das lisina (Lys), histidina (His) e 
arginina (Arg) e dos aniões aspartato (Asp-), cisteína (Cys-), serina (Ser-) e tirosina 
(Tyr-). Os valores de K
elPA
0  usados como referência para este estudo de benchmarking 
foram calculados com o nível CCSD(T)/CBS. Estes valores foram obtidos somando a 
energia de MP2 no limite do conjunto de funções de base completo com um termo de 
correção CCSD(T) avaliado com a base de funções aug-cc-pVTZ. As energias MP2 no 
limite do conjunto de funções de base completo foram determinadas usando os 
esquemas de extrapolação de Truhlar e Helgaker. Neste capítulo é fornecida uma 
base de dados de benchmarking de DFT para K
elPA
0 e para a transferência de protões 
entre duas cadeias laterais ionizáveis diferentes, K
elPA
0 . Este trabalho será relevante 
para todos os estudos com aminoácidos com cadeias laterais ionizáveis que usam 
DFT. Dos 64 funcionais de densidade testados, os MPW1B95-D3, XYG3, MPW1B95, 
B1B95-D3, BMK, BMK-D3, M06-2X, B1LYP, B1B95, PBE1PBE, CAM-B3LYP, B97-1, 
PBE1KCIS, B3P86, CAM-B3LYP-D3, B3LYP, B98, M06-L e M06 forneceram os 
valores de K
elPA
0  mais exatos para todos os aminoácidos estudados, com erros 
inferiores a 1,5 kcal/mol, o que se traduz num erro inferior a 1 unidade de pKa em 
solução. Entre os melhor classificados para a previsão de K
elPA
0 , verificou-se que o 
M06-2X é o funcional de densidade que prevê com maior exatidão as transferências 
de protões entre aminoácidos. 
3.1.1. Aminoácidos com cadeias laterais ionizáveis 
 
Os aminoácidos são essenciais à vida. São as unidades básicas das proteínas e 
desempenham inúmeras funções fundamentais no metabolismo dos seres vivos. Os 
aminoácidos com cadeias laterais ionizáveis representam, em média, 29% do número 
total de resíduos numa proteína.141 A exposição ao solvente, o efeito de Bohr, as 
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interações carga-dipolo, as interações carga-carga são importantes efeitos do meio 
circundante que alteram o estado de ionização dos aminoácidos nas proteínas142. Os 
estados de ionização dos aminoácidos influenciam a estrutura, função, estabilidade, 
solubilidade e reatividade das proteínas.1, 2 A reatividade enzimática depende 
fortemente do estado de ionização dos aminoácidos do centro ativo e da transferência 
de protões que ocorre entre eles. O reconhecimento de ligandos e de drogas por 
recetores biológicos é fortemente influenciado pela carga do recetor. Em suma, o 
conhecimento do estado de ionização de aminoácidos nas proteínas é de grande 
importância para as indústrias química e farmacêutica.  
 
3.1.2. Limitações dos métodos experimentais na determinação 
do estado de ionização de aminoácidos  
 
Os métodos experimentais que determinam o estado de ionização de aminoácidos são 
tipicamente indiretos e difíceis de executar. 3, 4 As afinidades protónicas de uma 
grande variedade de moléculas orgânicas já foram medidas, no entanto, há pouca 
informação acerca das afinidades protónicas de aminoácidos em proteínas porque 
estes tendem a ser pouco voláteis e termicamente instáveis.3 Os métodos que avaliam 
afinidades protónicas fornecem apenas valores relativos e como existe uma grande 
incerteza na escala de referência das afinidades protónicas, torna-se difícil colocá-las 
numa escala absoluta.3 Adicionalmente, a afinidade protónica de um determinado 
aminoácido pode variar significativamente em diferentes meios, o que torna difícil a 
determinação inequívoca de seu estado de ionização. Os protões não são detetáveis 
por cristalografia de raios-X o que complica ainda mais esta determinação.3, 4 
Como os métodos experimentais enfrentam severas dificuldades práticas, é de 
máxima importância determinar teoricamente o estado de protonação das cadeias 
laterais dos aminoácidos ionizáveis. 
 
3.1.3. Métodos teóricos na determinação dos estados de 
ionização de aminoácidos  
 
Existem inúmeros estudos que relatam diferentes métodos teóricos e procedimentos, 
que permitem determinar o estado de protonação de resíduos ionizáveis.143-148 Muitos 
deles prevêem o pKa e/ou as afinidades protónicas (PA) e/ou a basicidade em fase 
gasosa (GPB) num ambiente específico e comparam as previsões com resultados 
experimentais. A maior parte destes métodos são knowledge-based147, 148 e, apesar de 
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bastante usados, dependem do conjunto de dados usados para a calibração e 
tipicamente falham nos casos mais complexos e invulgares, isto é, os mais 
interessantes do ponto de vista da bioquímica. Dada a extraordinária diversidade de 
microambientes em que as proteínas se podem inserir, os métodos baseados em 
conhecimentos nunca poderão ser tão robustos quanto desejável. No entanto, dentro 
do atual nível de desenvolvimento dos cálculos de estrutura eletrónica, é impossível 
efetuar o cálculo das interações de longo alcance e a inclusão da flexibilidade de 
proteínas e, assim, os métodos knowledge-based podem levar a erros médios mais 
pequenos. Os cálculos de estrutura eletrónica, por outro lado, têm o potencial de 
fornecer resultados extremamente precisos, tanto em ambientes vulgares como em 
invulgares. Esta é a razão básica pela qual a comunidade científica está a investir 
tantos esforços na previsão de estados de protonação com cálculos de estrutura 
eletrónica. 
Vários estudos têm sido feitos com métodos wavefunction,96, 143, 149 mas os métodos 
mais utilizados para determinar os estados de protonação de resíduos são baseados 
em DFT,146, 150 podendo ser muito eficazes em menor tempo computacional, desde 
que sejam escolhidos os funcionais adequados. Novos funcionais de densidade 
continuam a ser desenvolvidos, levando o desempenho do DFT para novos níveis de 
exatidão. A escolha do funcional DFT a usar, entre o grande número de funcionais 
atualmente disponíveis, deverá ser feita cuidadosamente. Para escolher corretamente 
os funcionais DFT, devemos considerar estudos de benchmarking atuais, feitos no 
sistema em estudo, que testem diversos funcionais de densidade e comparem com os 
dados experimentais ou com métodos de nível superior. 76, 87, 90, 150-152 
 
3.1.4. Objetivos 
 
O objetivo deste trabalho foi analisar o modo como diferentes funcionais DFT 
descrevem o estado de protonação das cadeias laterais ionizáveis dos aminoácidos 
Lys, His, Arg, Asp, Cys, Ser e Tyr.  
A afinidade protónica a uma dada temperatura é, por definição, a entalpia das reações 
(121) e (122), dependendo se a base é carregada negativamente ou não. 
 


   HBBH
PAR  (121) 


  HBB
PAR  (122) 
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Neste trabalho, não se calculou a afinidade protónica, mas sim a afinidade protónica 
eletrónica para os aminoácidos com cadeias laterais ionizáveis, isto é, a afinidade 
protónica excluindo o ponto zero, a 0 Kelvin, K
elPA
0 . Isto corresponde unicamente à 
diferença de energia eletrónica entre os estados protonado e desprotonado das 
cadeias laterais. Não foi calculada a entropia do processo, (que seria necessária para 
calcular a acidez/basicidade em fase gasosa), porque as contribuições translacionais e 
rotacionais são equivalentes em todos os funcionais. A energia do ponto zero (ZPE), e 
consequentemente a energia vibracional, também não foram calculadas porque não é 
a quantidade que queremos estudar no benchmarking. Para além disto, usando a 
mesma geometria para todos os funcionais, podem ser comparados de forma mais 
clara os resultados com os de CCSD(T), sem entrar com contribuições de diferentes 
geometrias ou diferentes frequências vibracionais. A diferença de energia eletrónica 
entre os estados protonado e desprotonado das cadeias laterais é, sem dúvida, o fator 
dominante e mais sensível na afinidade protónica. É também a quantidade que tem a 
convergência mais lenta com a qualidade do nível teórico.  
Para calcular a K
elPA
0  foram usados dois métodos ab initio, MP2 (second Möller-
Plesset perturbation theory) e CCSD(T) (Single and Double Excitation Coupled Cluster 
Theory with Perturbative Triple Correction), e extrapolaram-se as energias para a base 
completa (CBS) com o nível de alta fiabilidade CCSD(T)/CBS 
A comparação da K
elPA
0 obtida com CCSD(T)/CBS com as K
elPA
0  obtidas com os 64 
funcionais de densidade permitiu verificar as capacidades e limitações dos atuais 
funcionais de densidade para descrever os aminoácidos com cadeias laterais 
ionizáveis. É apresentada posteriormente uma base de dados importante e consistente 
de benchmarking de DFT. Este é um trabalho relevante para todos os estudos com 
aminoácidos com cadeias laterais ionizáveis e para os quais o uso de métodos de 
elevada exatidão pós-HF não é possível, como por exemplo na maioria dos estudos 
mecanísticos com sistemas biológicos.  
 
3.2. Detalhes Computacionais 
 
3.2.1. Modelos  
 
Foram utilizadas as moléculas completas para os aminoácidos pequenos Asp, Ser e 
Cys. No caso dos aminoácidos Tyr, Arg, Lys e His, para os quais o uso de CCSD(T) 
com bases de funções maiores é impraticável, usaram-se modelos que representam 
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as cadeias laterais dos aminoácidos. Todas as moléculas foram modeladas com as 
terminações neutras para melhor imitar a estrutura eletrónica de quando estão 
inseridas numa proteína. A Figura 10 mostra as moléculas usadas. Os modelos que 
representam as cadeias laterais da Tyr, Lys e Arg têm um pKa experimental muito 
próximo do respetivo aminoácido e, constituem por isso, excelentes modelos para 
estudar o pKa das cadeias laterais dos resíduos reais. A molécula de fenol (pKa = 
9,9)153 modela a cadeia lateral da Tyr (pKa = 10,1)
154. A n-propylguanidina (pKa = 12,7) 
modela a cadeia lateral da Arg (pKa = 12,4)
155 e o 1-butilamina (pKa = 10,6)
156 modela 
a cadeia lateral da Lys (pKa = 10,5)
157. No que diz respeito à Histidina, foi escolhida 
uma molécula de Histamina uma vez que tem o mesmo valor de pKa (pKa = 6,0)
158. A 
cadeia lateral da histidina tem um átomo de azoto  (perto da cadeia principal) e um 
átomo de azoto ε (longe da cadeia principal) e ambos têm uma tendência semelhante 
para perder os seus protões (a diferença de energia entre as duas espécies 
protonadas é aproximadamente 0,5 kcal/mol)143. Deste modo, foi estudada apenas a 
desprotonação do azoto ε. Este trabalho considera estas estruturas e modelos, 
portanto, sempre que os aminoácidos são mencionados ao longo do texto do capítulo 
3, é a estes modelos que nos referimos.  
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Figura 10 - Representação das estruturas dos aminoácidos ionizáveis e respetivos pka bem com dos modelos usados 
e respetivos pKa.  
 
3.2.2. Cálculos ab initio pós-HF  
 
Começamos por optimizar a geometria de cada aminoácido, em solvente implícito, 
com o nível MP2/6-311+G(d,p). Teria sido mais consistente calcular as afinidades 
protónicas com a geometria do mínimo de energia dada por cada um dos funcionais 
de densidade, no entanto, é sabido que a optimização com MP2/6-311+G(d, p) 
permite obter boas geometrias e não privilegia nenhum funcional. O solvente foi 
modelado com o modelo contínuo polarizável (PCM), utilizando o modelo de cálculo de 
condutor polarizável (C-PCM)113, 159 e a constante dielétrica (=80) e o raio de água 
(1,4Å), com o objetivo de evitar interações intramoleculares artificiais devido à falta de 
ambiente. Verificou-se que não existem ligações de hidrogénio internas dentro das 
moléculas optimizadas. 
Para cada estrutura optimizada fizeram-se cálculos de energia num único ponto, em 
vácuo, com o núcleo congelado e com os níveis CCSD(T) e MP2 utilizando as bases 
de Pople 6-31G*(0.25), 6-31G(d), 6-31G(d,p) e as bases de Dunning aug-cc-pVDZ e 
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aug-cc-pVTZ. A base de funções modificada 6-31G*(0.25) inclui funções de 
polarização d com um expoente 0.25, o que as torna mais difusas do que as orbitais d 
padrão e, simultaneamente, conta com polarização e difusão. Calcularam-se também 
as energias com a base de funções aug-cc-pVQZ para o nível MP2. Tendo em conta o 
tamanho dos nossos modelos era inviável usar a base aug-cc-pVQZ com CCSD(T). A 
base de funções aug-cc-pVTZ poderá dar resultados menos precisos para o átomo de 
enxofre presente na cadeia lateral da cisteína 160. No entanto, não vão ser analisadas 
energias absolutas, vão apenas ser analisadas diferenças de energia e, por isso, a 
maior parte das eventuais imprecisões será cancelada no calculo de K
elPA
0 . 
 
3.2.3. Extrapolação das energias no limite do conjunto de 
bases 
 
As bases de Dunning constituem sequências hierárquicas que nos permitem 
extrapolar a energia de correlação para o limite CBS.  
Para extrapolar as energias para o nível MP2/CBS foram aplicados os esquemas de 
extrapolação de Truhlar e de Helgaker. A energia total no limite CBS (
CBSMPE /2 ) resulta 
da soma da energia de Hartree-Fock no limite CBS (
CBSHFE / ) com a energia de 
correlação no limite CBS (
CBScorrE / ), equação (123).  
 
CBScorrCBSHFCBSMP EEE ///2    (123)
 
 
As extrapolações das energias de HF e de correlação foram feitas de forma 
independente porque as caraterísticas de convergência são muito diferentes. A 
convergência é muita mais rápida para a energia HF. A extrapolação de Truhlar aqui 
aplicada usa as bases de funções aug-cc-pVXZ, com X = 2 e 3, conforme apresentado 
na equação (124)161, 162. Os parâmetros α e β, presentes na equação (124) têm os 
valores de 4,93 e 2,13, respetivamente163. As energias 
DZcorrE /  foram obtidas com 
MP2/aug-cc-pVDZ e as energias 
TZcorrE /  foram obtidas com MP2/aug-cc-pVTZ.  
 
DZcorrTZcorrDZHFTZHF
Truhlar
CBSMP EEEEE /////2
23
2
23
3
23
2
23
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














  (124)
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A convergência lenta da energia de correlação é geralmente considerada como o 
maior obstáculo na obtenção das energias CBS.162-166 No entanto, apesar da energia 
de correlação convergir mais lentamente que a energia HF, parece convergir de um 
modo mais sistemático e, portanto, poderá dar origem a um erro inferior na 
extrapolação. 
Para extrapolar a energia de correlação para o limite CBS usando bases de funções 
maiores (além da qualidade triplo-zeta), foi também usado o esquema de extrapolação 
de Helgaker et al. 167 A equação correspondente, quando são usados os conjuntos de 
bases aug-cc-pVTZ e aug-cc-pVQZ, é apresentada na equação (125), 
TZcorrE /  é a 
energia de correlação ao nível MP2/aug-cc-pVTZ e 
QZcorrE /  é a energia de correlação 
ao nível MP2/aug-cc-pVQZ. 
 
  

Ecorr / CBS 
43 Ecorr / QZ 3
3 Ecorr / TZ
43 33
 (125) 
 
Poderiam ter sido usadas as energias de correlação resultantes das bases aug-cc-
pVDZ e aug-cc-pVTZ nesta extrapolação, no entanto, esse fato conduziria a erros 
muito grandes nos resultados extrapolados168. É geralmente considerado que o erro da 
extrapolação é dominado pela energia de correlação. Esta tendência está também 
claramente presente no nosso estudo. A escolha do método para extrapolar a energia 
HF (tipicamente polinomial ou exponencial) não afetará fortemente os resultados, 
porque o erro da extrapolação é dominado pela energia de correlação (fato confirmado 
para este estudo). Neste trabalho foi usado o esquema de Truhlar para extrapolar a 
energia HF para todos os casos. O método de Helgaker169 também foi testado, no 
entanto, o coeficiente usado nesta extrapolação foi optimizado com resultados 
provenientes do conjunto de bases cc-pVXZ, e, por isto, é menos adequado para os 
nossos cálculos do que o método de Truhlar. Apesar disto, a diferença entre ambos os 
esquemas de extrapolação para os valores de HF/CBS é pequena, o erro médio da 
diferença é de 0,10 kcal/mol. Provavelmente, uma parte significativa da diferença não 
é proveniente dos esquemas de extrapolação em si, mas sim do uso do coeficiente 
optimizado para o conjunto de bases cc-pVXZ no caso de Helgaker. 
A energia CBS final corresponde assim à soma da energia 
CBSHFE / , extrapolada 
usando o esquema de Truhlar, com a energia 
CBScorrE / , extrapolada usando o 
esquema de Helgaker et al. Ver equação (126). 
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kerlg
//
kerlg
/2
aHe
CBScorr
Truhlar
CBSHF
aHe
CBSMP EEE    
(126) 
 
As energias de correlação no nível MP2/CBS foram calculadas com ambos os 
esquemas de extrapolação discutidos atrás, para todas as cadeias laterais de 
aminoácidos consideradas neste trabalho. 
A diferença entre as energias CCSD(T) e MP2, (
2)( MPTCCSDE  ), têm uma pequena 
dependência no conjunto de bases de funções em muitos sistemas químicos (ver a 
referência 170 como exemplo). Para estimar a energia CCSD(T)/CBS, calculou-se 
2)( MPTCCSDE   e adicionou-se esta diferença à energia MP2/CBS. Este é um 
procedimento padrão, baseado no pressuposto de que a diferença entre CCSD(T) e 
MP2 tem uma pequena dependência com os conjuntos de bases. As energias 
eletrónicas calculadas com o nível CCSD(T)/CBS podem, assim, ser obtidas pela 
equação (127): 
 
TZMPTCCSD
aHe
CBSMPCBSTCCSD EEE /)2)((
kerlg
/2/)(   
 (127) 
 
Para avaliar o quão dependente é o termo 
2)( MPTCCSDE   nas bases de funções, 
calculou-se 
2)( MPTCCSDE   com as bases 6-31G*(0,25), 6-31+G(d), 6-31+G (d,p), aug-
cc-pVDZ e aug-cc-pVTZ.  
A energia CCSD(T)/CBS poderia ter sido calculada a partir dos valores de 
CCSD(T)/aug-cc-pVDZ e CCSD(T)/aug-cc-pVTZ (sem utilizar as energias MP2), 
aplicando a extrapolação de Helgaker et al. 168. No entanto, foi confirmado que este 
procedimento levaria a erros significativos, devido à utilização da energia 
CCSD(T)/aug-cc-pVDZ na extrapolação, que está demasiado longe do limite CBS e 
por isso não é benéfica para a extrapolação 168, 170. Testou-se este procedimento e 
encontraram-se diferenças de 2 kcal/mol, em relação à extrapolação mais fiável 
baseada na equação (127). Os valores usados como referência para testar os 
funcionais de densidade foram obtido pela diferença 
2)( MPTCCSDE   calculada com a 
base de funções aug-cc-pVTZ. Os outros conjuntos de bases foram apenas usados 
com o propósito de estudar a convergência do termo 
2)( MPTCCSDE  . Portanto, quando 
nos referimos à energia CCSD(T)/CBS neste trabalho estamos a assumir que o termo 
2)( MPTCCSDE   
foi calculado com a base de funções aug-cc-pVTZ.  
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O valor de referência K
elPA
0  para o bechmarking dos funcionais DFT é definido como: 
 
  

PAel
0K  ECCSD( T ) / CBS
A  ECCSD(T ) / CBS
HA
  (128) 
 
As diferenças de K
elPA
0  entre os pares de aminoácidos, K
elPA
0 , foram calculadas com 
o objetivo de avaliar a precisão dos funcionais DFT no cálculo da energia envolvida em 
transferências de protões entre cadeias laterais ionizáveis, uma situação bastante 
comum em, por exemplo, reações catalisadas por enzimas. Os valores de 
K
elPA
0 podem, eventualmente, beneficiar do cancelamento de erros sistemáticos 
provenientes do cálculo de K
elPA
0 , sendo a quantidade de interesse em diversos 
estudos mecanísticos.  
 
3.2.4. Cálculos DFT 
 
Os resultados obtidos com a Teoria do Funcional da Densidade são altamente 
dependentes do funcional utilizado, do sistema em estudo e da propriedade que se 
pretende calcular. Depois de optimizadas as geometrias dos sistemas em estudo, do 
modo anteriormente descrito, foram realizados cálculos de energia, single points, com 
64 funcionais de densidade - 2 do tipo local spin density approximation (LSDA), 16 do 
tipo generalized gradient approximation (GGA), 8 do tipo meta-GGA (m-GGA), 21 do 
tipo hybrid-GGA (h-GGA), 14 do tipo hybrid-meta GGA (hm-GGA) e 3 double hybrid-
GGA (hh-GGA) usando a base de funções 6-311++G(2d,2p). É possível consultar a 
Tabela 5 para uma descrição detalhada dos funcionais usados. Foi escolhida a base 
de funções 6-311++G(2d,2p) porque é a mais completa que se pode usar em sistemas 
biológicos que tipicamente incluem centenas de átomos. Cálculos com bases de 
funções mais completas em sistemas com centenas de átomos seriam extremamente 
demorados. Além disto, esta base de funções é geralmente muito próxima do limite 
CBS com DFT, que converge muito rapidamente com o tamanho da base171, e as 
diferenças de energia decorrentes da utilização de uma base maior geralmente 
traduzem-se em apenas algumas décimas de kcal/mol. A precisão dos resultados DFT 
é assim determinada pelo erro de se truncar a base e pelo erro intrínseco de 
aproximação de cada funcional.  
Cálculos pós-HF e DFT foram efetuados usando o programa Gaussian03172, excepto 
para os funcionais hh-GGA e para os funcionais com dispersão corrigida, (B3LYP-D e 
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B97-D), que foram efetuados usando o programa Gaussian09173 Foi usado o tamanho 
da grelha padrão. É sabido que os funcionais hm-GGA são, geralmente, sensíveis ao 
tamanho da grelha, nomeadamente o M06174. Para testar se a grelha padrão é 
suficientemente precisa compararam-se os resultados da grelha padrão (a pruned 
(75302) grid) com os resultados de uma grelha ultra fina (a pruned (99590) grid) para 
os funcionais M06 e M06-2X. A maior diferença obtida foi de 0,03 kcal/mol no valor de 
K
elPA
0 (diferença absoluta média de 0,02 kcal/mol). Com isto, o tamanho da grelha foi 
considerado insignificante para os sistemas e propriedades aqui estudadas. A 
correção D3 de Grimme67 foi aplicada a alguns funcionais de densidade (B3LYP-D3, 
MPW1B95-D3, B1B95-D3, CAM-B3LYP-D3 e BMK-D3). A correção D3 foi calculada 
utilizando o programa disponível na página da internet de Grimme175 e usando o 
amortecimento de Becke-Johnson176-178.  
 
3.3. Resultados e Discussão  
3.3.1. Cálculo de 
K
elPA
0
 ao nível MP2/CBS  
 
A extrapolação para o conjunto de bases completo (CBS), usando uma série de bases 
consistentemente correlacionadas, juntamente com o método de elevada exatidão 
pos-HF, está entre os métodos teóricos que fornecem os melhores resultados para a 
determinação de parâmetros termoquímicos. Neste trabalho, foram usados métodos 
ab initio pós-HF, (MP2 e CCSD(T)), os quais foram corrigidos usando técnicas de 
extrapolação de modo a obter as energias de referência CCSD(T)/CBS. Foram usados 
e comparados dois esquemas de extrapolação. Posteriormente, compararam-se os 
resultados de 64 funcionais DFT com os valores de referência com o objetivo de 
avaliar o desempenho de vários funcionais DFT na previsão da K
elPA
0  para cada 
aminoácido com cadeia lateral ionizável. As energias eletrónicas absolutas calculadas 
com os níveis teóricos HF/aug-cc-pVXZ (X=2-4), MP2/aug-cc-pVXZ (X=2-4) e 
CCSD(T)/aug-cc-pVXZ (X =2-3) podem ser encontradas na Tabela 4. A Tabela 5 
mostra os valores de K
elPA
0 obtidos com o nível MP2 e o conjunto de bases aug-cc-
pVDZ, aug-cc-pVTZ e aug-cc-pVQZ. 
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Tabela 4 - Energias eletrónicas absolutas calculadas com os níveis teóricos HF/aug-cc-pVXZ (X=2-4), MP2/aug-cc-pVXZ (X=2-4) e 
CCSD(T)/aug-cc-pVXZ (X =2-3). Todos os valores estão em u.a.. 
Aminoácidos HF  MP2 CCSD(T) 
aug-cc-pVDZ aug-cc-pVTZ aug-cc-pVQZ aug-cc-pVDZ aug-cc-pVTZ aug-cc-pVQZ aug-cc-pVDZ aug-cc-pVTZ 
Asp (HA) -509,5650 -509,6825 -509,7145 -511,0841 -511,5172 -511,6604 -511,1819 -511,6178 
Asp (A
-
) -508,9985 -509,1139 -509,1455 -510,5322 -510,9634 -511,1067 -510,6258 -511,0599 
Cys (HA) -719,4481 -719,5365 -719,5606 -720,5943 -720,9244 -721,0322 -720,6893 -721,0250 
Cys (A
-
) -718,8794 -718,9642 -718,9874 -720,0334 -720,3604 -720,4682 -720,1240 -720,4572 
His (HA) -358,3506 -358,4312 -358,4524 -359,5720 -359,8886 -359,9894 -359,6780 -359,9941 
His (A
-
) -357,9625 -358,0405 -358,0614 -359,1970 -359,5121 -359,6129 -359,2992 -359,6135 
Ser (HA) -396,7814 -396,8735 -396,8983 -397,9823 -398,3247 -398,4372 -398,0663 -398,4102 
Ser (A
-
) -396,1654 -396,2552 -396,2797 -397,3861 -397,7263 -397,8387 -397,4663 -397,8078 
Lys (HA) -212,7193 -212,7724 -212,7853 -213,4990 -213,7057 -213,7680 -213,5958 -213,8002 
Lys (A
-
) -212,3492 -212,4008 -212,4136 -213,1383 -213,3442 -213,4067 -213,2333 -213,4365 
Arg (HA) -321,6786 -321,7562 -321,7758 -322,7800 -323,0763 -323,1690 -322,8914 -323,1867 
Arg (A
-
) -321,2709 -321,3451 -321,3644 -322,3880 -322,6819 -322,7742 -322,4972 -322,7897 
Tyr (HA) -305,6006 -305,6703 -305,6882 -306,6102 -306,8763 -306,9622 -306,6917 -306,9584 
Tyr (A
-
) -305,0206 -305,0876 -305,1051 -306,0484 -306,3118 -306,3975 -306,1251 -306,3891 
 
Tabela 5 - 
K
elPA
0
calculadas com o nível teórico MP2 e o conjunto de bases consistentemente correlacionadas aug-cc-
pVDZ, aug-cc-pVTZ e aug-cc-pVQZ. Todos os valores em kcal/mol. 
Aminoácidos  K
elPA
0
 
aug-cc-pVDZ aug-cc-pVTZ aug-cc-pVQZ 
Asp
-
  346,36 347,50 347,42 
Cys
-
  351,94 353,92 353,87 
His  235,29 236,23 236,27 
Ser
-
 374,11 375,49 375,53 
Lys  226,33 226,85 226,76 
Arg  245,96 247,50 247,71 
Tyr
-
 352,49 354,21 354,36 
 
A Tabela 6 apresenta os valores de K
elPA
0 obtidos com o nível MP2/CBS usando o 
esquema de extrapolação de Truhlar bem como as diferenças entre os valores de 
K
elPA
0 .obtidos com MP2/CBS e com MP2/aug-cc-pVXZ(X=2-4).  
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Tabela 6 - 
K
elPA
0
 calculada com o nível MP2/CBS usando o esquema de extrapolação de Truhlar. A diferença entre a 
K
elPA
0
 obtida com MP2/CBS e a obtida com aug-cc-pVXZ (X=2-4) é também apresentada. Todos os valores estão em 
kcal/mol. 
Aminoácidos 
K
elPA
0
 
 
MP2/CBS 
MP2/CBS-
MP2/aug-cc-pVDZ 
MP2/CBS- 
MP2/aug-cc-pVTZ 
MP2/CBS- 
MP2/aug-cc-pVQZ 
Asp
-
  347,56 1,20 0,06 0,14 
Cys
-
  354,08 2,14 0,15 0,20 
His 235,99 0,70 -0,24 -0,28 
Ser
-
 375,68 1,57 0,19 0,15 
Lys  226,71 0,38 -0,15 -0,05 
Arg  247,42 1,45 -0,09 -0,30 
Tyr
-
 354,51 2,02 0,29 0,14 
MUE  1,35 0,17 0,18 
MSE  1,35 0,03 0,00 
MUE = mean unsigned error, MSE = mean signed error 
 
Os resultados revelam que os valores MP2/CBS são tão próximos dos resultados QZ 
quanto dos resultados TZ (os MUE, mean unsigned error, e os MSE, mean signed 
error, relativamente aos valores de CBS são equivalentes para o conjunto de bases 
triplo e quádruplo). A convergência com o tamanho do conjunto de bases é 
impressionantemente rápida. Os resultados com o conjunto de base aug-cc-pVTZ já 
distam 0,17kcal/mol do limite CBS (em média), e a diferença máxima entre o TZ e os 
valores de CBS é 0,29 kcal/mol. Concluímos que os valores extrapolados para estes 
sistemas e propriedades não são obviamente mais precisos do que os valores TZ. No 
entanto, esta conclusão só é válida para K
elPA
0 , porque se baseia na diferença de 
energias. Se considerarmos as energias eletrónicas absolutas das espécies 
protonadas e desprotonadas, então os valores extrapolados são muito mais próximos 
dos resultados QZ (média MUE = 0,08 kcal / mol, média MSE = -0,08 kcal / mol) do 
que dos resultados TZ (média MUE = 0,18 kcal/mol, média MSE = -0.18kcal/mol). Isto 
pode ser confirmado na Tabela 7. 
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Tabela 7 - Erro médio em módulo (MUE) para os valores das energias eletrónicas absolutas (total, HF e correlação) 
das diferenças entre MP2/CBS usando o esquema de extrapolação de Thrular e o conjunto de bases MP2/aug-cc-
pVXZ (X=2-4). 
Aminoácidos MUE (MP2/CBS - MP2/aug-cc-pVDZ) MUE (MP2/CBS - MP2/aug-cc-pVTZ) MUE (MP2/CBS - MP2/aug-cc-pVQZ) 
Total  HF  Correlação  Total  HF  Correlação  Total  HF  Correlação  
Asp  0,68 0,14 0,55 0,25 0,02 0,23 0,11 0,01 0,12 
Asp
-
 0,68 0,13 0,55 0,25 0,02 0,23 0,11 0,01 0,12 
Cys 0,52 0,10 0,42 0,19 0,01 0,18 0,08 0,01 0,09 
Cys 
-
 0,52 0,10 0,42 0,19 0,01 0,18 0,08 0,01 0,09 
His  0,50 0,09 0,41 0,18 0,01 0,17 0,08 0,01 0,09 
His
-
 0,50 0,09 0,41 0,19 0,01 0,17 0,08 0,01 0,09 
Ser  0,54 0,11 0,43 0,20 0,01 0,18 0,08 0,01 0,09 
Ser
-
 0,54 0,10 0,43 0,20 0,01 0,18 0,08 0,01 0,09 
Lys
+
 0,33 0,06 0,27 0,12 0,01 0,11 0,06 0,00 0,06 
Lys 0,33 0,06 0,27 0,12 0,01 0,11 0,06 0,00 0,06 
Arg
+
 0,47 0,09 0,38 0,17 0,01 0,16 0,08 0,01 0,09 
Arg  0,47 0,09 0,38 0,17 0,01 0,16 0,08 0,01 0,09 
Tyr  0,42 0,08 0,34 0,15 0,01 0,14 0,07 0,01 0,08 
Tyr
-
 0,42 0,08 0,34 0,15 0,01 0,14 0,07 0,01 0,08 
Média 0,49 0,09 0,40 0,18 0,01 0,17 0,08 0,01 0,09 
 
Calculou-se também K
elPA
0  com MP2/CBS usando o esquema de extrapolação de 
Helgaker. Esta extrapolação envolve as energias MP2/aug-cc-pVTZ e MP2/aug-cc-
pVQZ, bem como as energias de HF extrapoladas segundo o esquema de Truhlar. 
Prevê-se que os valores obtidos segundo esta extrapolação sejam mais precisos e 
fiáveis, uma vez que se baseiam em conjuntos de bases maiores do que os utilizados 
na extrapolação de Truhlar (estes valores necessitam de muito mais tempo de CPU e 
raramente podem ser obtidos para sistemas biológicos até cem átomos em que a 
utilização do conjunto de bases aug-cc-pVTZ já é um desafio). A Tabela 8 mostra os 
valores MP2/CBS obtidos com o esquema de extrapolação de Helgaker, bem como a 
diferença entre os dois esquemas de extrapolação.  
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Tabela 8 - Valores de
K
elPA
0
 obtidos com o nível MP2/CBS obtido com o esquema de extrapolação de Helgaker 
usando os conjuntos de bases aug-cc-pVTZ e aug-cc-pVQZ, bem como a diferença entre os esquemas de 
extrapolação de Truhlar e de Helgaker. Todos os valores em kcal / mol. 
Aminoácidos K
elPA
0
 (MP2/CBS) K
elPA
0  
Asp
-
  347,19 0,38 
Cys
-
  353,22 0,86 
His  236,27 -0,28 
Ser
-
 375,37 0,31 
Lys 226,69 0,02 
Arg 247,84 -0,43 
Tyr
-
 354,31 0,20 
 
Os dados apresentados na Tabela 8 mostram que as diferenças de K
elPA
0  entre os 
valores extrapolados segundo os dois esquemas na maioria dos casos são muito 
pequenas (média absoluta de 0,35 kcal/mol apenas). A única exceção é a Cys, que 
mostra um desvio mais significativo (-0,86 kcal/mol). Embora a utilização de tais 
conjuntos de bases possa ser muito útil em aplicações envolvendo um número muito 
limitado de átomos/eletrões, se considerarmos sistemas biológicos típicos (geralmente 
muito grandes), a extrapolação usando o conjunto de bases quádruplo-zeta 
provavelmente será prejudicial para a qualidade dos resultados globais. A aplicação de 
conjuntos de bases QZ força o investigador a reduzir significativamente o tamanho dos 
modelos moleculares, o que implicará a introdução de erros muito maiores do que as 
poucas décimas de kcal/mol, que podem resultar em termos de precisão. A afirmação 
anterior é feita supondo que a diferença entre os dois métodos se traduziria num 
ganho de precisão para a extrapolação utilizando um conjunto de bases maior. 
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Tabela 9 - 
2)( MPTCCSDE  com os conjuntos de bases de Pople (6-31G*(0.25), 6-31+G(d) e 6-31+G(d,p)) e com os 
conjuntos de bases de correlação consistentes (aug-cc-pVDZ and aug-cc-pVTZ). A média do erro e o erro máximo 
entre os valores de 
2)( MPTCCSDE   para cada conjunto de bases e o conjunto de bases maior (aug-cc-pVTZ) são 
também apresentados. O valor de 
2)( MPTCCSDE  , obtido com a base aug-cc-pVTZ, foi usado para calcular 
K
elPA
0
com o nível CCSD(T)/CBS para cada aminoácido (última coluna da direita da tabela). Todos os valores estão 
em kcal/mol. 
Aminoácidos  
 
2)( MPTCCSDE   
K
elPA
0
  
6-31G*(0.25) 6-31+G(d) 6-31+G(d,p) aug-cc-pVDZ aug-
cc-
pVTZ 
CCSD(T)/CBS 
Asp
-
  1,23 2,58 2,76 2,60 2,61 349,80 
Cys
-
  2,29 1,72 1,77 2,81 2,34 355,55 
His  2,39 2,35 2,40 2,43 2,58 238,84 
Ser
-
  3,20 2,30 2,53 2,37 2,53 377,90 
Lys  1,27 1,09 1,26 1,18 1,34 228,03 
Arg  2,68 1,18 1,39 1,40 1,62 249,47 
Tyr
-
 3,28 3,17 3,33 3,05 3,05 357,36 
MUE 0,52 0,27 0,21 0,17 0,00  
MaxE 1,38 0,62 0,57 0,47 0,00  
 
3.3.2. Cálculo de 
K
elPA
0
ao nível CCSD(T)/CBS. 
 
As energias CCSD(T)/CBS foram obtidas adicionando às energias MP2/CBS a 
diferença de energia entre CCSD (T) e MP2 (
2)( MPTCCSDE  ). O termo 2)( MPTCCSDE   foi 
calculado com vários conjuntos de bases para verificar a sua convergência com o 
tamanho do conjunto de bases. Os valores de 
2)( MPTCCSDE   
e de K
elPA
0 são 
apresentados na Tabela 9. 
Como era de prever, a diferença entre CCSD (T) e MP2 é significativa. No entanto, 
tudo indica que esta diferença é tida em conta de modo eficiente pelo termo 
2)( MPTCCSDE  quando avaliado pelo conjunto de bases aug-cc-pVTZ. A média MUE da 
diferença entre o conjunto de bases TZ e QZ é apenas 0,17 kcal/mol e o erro máximo 
é de 0,47 kcal/mol. Não é possível calcular a exatidão do termo 
2)( MPTCCSDE   uma vez 
que teríamos que saber o valor da energia CCSD(T)/CBS extrapolada unicamente a 
partir de energias CCSD(T). Como para este método temos apenas os resultados com 
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os conjuntos de bases DZ e TZ, não é possível obter uma extrapolação correta de 
CCSD(T). No entanto, os dados da Tabela 10 mostram claramente que a precisão 
(ambos os erros MUE e MaxE) aumenta com tamanho do conjunto de bases e que o 
conjunto de bases 6-31G*(0,25) deve ser evitado, nestes sistemas, uma vez que o 
desvio em relação à base maior é significativamente grande. O conjunto de bases aug-
cc-pVTZ deve ser usado, pelo menos para obter previsões que seguramente 
convergem dentro da precisão química. No entanto, este conjunto de bases é 
proibitivamente grande para muitas aplicações com o nível CCSD (T).  
 
Tabela 10 - Cálculo do termo 
2)( MPTCCSDE  com os conjuntos de bases de Pople (6-31G*(0.25), 6-31+G(d) e 6-
31+G(d,p)) e com os conjuntos de bases consistentemente correlacionadas (aug-cc-pVDZ and aug-cc-pVTZ). Os erros 
MUE e MaxE entre os valores de
2)( MPTCCSDE   para cada conjunto de bases e o conjunto de bases maior a values 
of each basis set and the largest basis set (aug-cc-pVTZ) são também apresentados. O valor de 
2)( MPTCCSDE  com 
aug-cc-pVTZ foi usado para calcular 
K
elPA
0
 para cada aminoácido com o nível CCSD(T)/CBS (última coluna da tabela 
8). Todos os valores em kcal/mol. 
Aminoácidos  
 
2)( MPTCCSDE   
K
elPA
0
  
6-31G*(0.25) 6-31+G(d) 6-31+G(d,p) aug-cc-pVDZ 
aug-cc-
pVTZ CCSD(T)/CBS 
Asp
-
  1,23 2,58 2,76 2,60 2,61 349,80 
Cys
-
  2,29 1,72 1,77 2,81 2,34 355,55 
His  2,39 2,35 2,40 2,43 2,58 238,84 
Ser
-
  3,20 2,30 2,53 2,37 2,53 377,90 
Lys  1,27 1,09 1,26 1,18 1,34 228,03 
Arg  2,68 1,18 1,39 1,40 1,62 249,47 
Tyr
-
 3,28 3,17 3,33 3,05 3,05 357,36 
MUE 0,52 0,27 0,21 0,17 0,00  
MaxE 1,38 0,62 0,57 0,47 0,00  
 
Com base nestas observações, foi usada a correção 
2)( MPTCCSDE  com o conjunto de 
bases aug-cc-pVTZ e os valores de MP2/CBS com o esquema de extrapolação de 
Helgaker de modo a obter K
elPA
0  com o nível CCSD(T)/CBS. 
As diferenças de energia MP2/CBS, apesar de serem ainda aproximações, convergem 
muito melhor e mais rápido. A aproximação do núcleo congelado e a conversão de 
MP2/CBS em CCSD(T)/CBS através da equação (126) também introduz pequenos 
erros nos valores finais. Outras fontes de erro, como por exemplo a utilização de aug-
cc-pVTZ para descrever o átomo de enxofre ou o fato de se truncar o operador do 
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cluster, estão presentes. Tudo isto faz com que estes valores possam ter uma 
incerteza de algumas décimas de kcal/mol (o valor exato é difícil estimar). Dado que 
são usadas diferenças de energia aproximadas CCSD(T)/CBS como referência para 
os funcionais de densidade, uma parte do erro atribuído ao DFT poderá advir da 
incerteza dos valores de referência, o que poderá afetar ligeiramente a ordem pela 
qual os funcionais são classificados. 
 
3.3.3. Benchmarking dos funcionais DFT 
 
Este estudo não avalia a qualidade global dos funcionais, que deve ser determinada 
através do cálculo de diversas propriedades num conjunto representativo de sistemas 
moleculares. Este estudo avalia especificamente a adequação dos funcionais na 
descrição da afinidade protónica a 0K e excluindo o ponto zero para cadeias laterais 
de aminoácidos. Foram aferidos 64 funcionais de densidade, (2 LSDA, 16 GGA, 8 m-
GGA, 21 h-GGA, 14 hm-GGA e 3 hh-GGA - por favor consultar a Tabela 11 para uma 
descrição completa dos funcionais usados), através da cálculos pontuais de energia 
com o nível DFT/6-311++G(2d, 2p)//MP2/6-311++G(d,p). Na Tabela 11 são 
apresentadas as diferenças entre os valores de K
elPA
0  obtidos com DFT/6-311++G(2d, 
2p)//MP2/6-311++G(d,p) e os obtidos com CCSD(T)/CBS para cada aminoácido, os 
valores de MUE e MaxE para estas diferenças são também apresentados. 
 
Tabela 11 - Diferenças entre os valores de 
K
elPA
0
 calculados com DFT/6-311++G(2d,2p)//MP2/6-311++G(d,p) e com 
CCSD(T)/CBS, para cada aminoácido. Os MUE e MaxE são também apresentados. Todos os valores estão em 
kcal/mol.  
Funcional Tipo HF%  MUE
 
MaxE
 
Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
MPW1B95-D3 
50, 53, 67, 73, 84
 hm-GGA 31 0,79 2,25 -0,24 0,50 1,05 -0,72 2,25 0,55 -0,24 
XYG3
82, 83
 hh-GGA 80,33 0,83 1,87 -1,04 0,70 -0,50 -1,28 0,15 0,29 -1,87 
MPW1B95
50, 53, 73, 84
 hm-GGA 31 0,85 2,49 -0,03 0,78 1,29 -0,56 2,49 0,78 -0,03 
B1B95-D3
49, 53, 67, 76
 hm-GGA 28 0,91 2,29 -0,13 0,67 1,66 -0,73 2,29 0,66 -0,25 
BMK
85
 hm-GGA 42 0,93 1,83 -0,72 -1,66 1,06 0,10 1,83 0,25 -0,90 
BMK-D3
67, 76, 85
 hm-GGA 42 1,00 2,21 -1,10 -2,21 0,60 -0,19 1,40 -0,20 -1,29 
M06-2X
86, 87
 hm-GGA 54 1,08 2,09 -0,47 -2,09 -1,64 -0,25 -0,81 -1,52 -0,78 
B1LYP
49, 55, 61
 h-GGA 25 1,10 1,92 -1,17 -0,06 1,27 -1,92 1,88 0,34 -1,05 
B1B95
49, 53
 hm-GGA 28 1,11 2,77 0,28 1,28 1,66 -0,40 2,77 1,16 0,18 
PBE1PBE
54
 h-GGA 25 1,17 2,98 0,17 0,79 1,79 -0,69 2,98 1,39 -0,40 
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Funcional Tipo HF%  MUE
 
MaxE
 
Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
CAM-B3LYP
75
 h-GGA 19/65
**
 1,18 2,00 -2,00 -0,57 0,25 -1,72 1,18 -0,99 -1,51 
B97-1
71
 h-GGA 21 1,31 2,91 0,24 0,73 2,23 -0,96 2,91 1,81 -0,26 
PBE1KCIS
54, 88, 89
 hm-GGA 22 1,31 2,85 -0,24 0,93 1,96 -1,31 2,85 1,30 -0,57 
B3P86
49, 50, 53
 h-GGA 20 1,32 3,11 0,03 1,21 2,13 -0,95 3,11 1,49 -0,32 
CAM-B3LYP-D3
67, 75, 76
 h-GGA 19/65
**
 1,33 2,30 -2,30 -0,96 -0,11 -1,96 0,83 -1,35 -1,82 
B3LYP
49, 53, 55
 h-GGA 20 1,34 2,78 -1,60 -0,18 1,21 -2,78 1,78 0,22 -1,61 
B98
60
 h-GGA 21,98 1,35 3,17 0,44 0,79 2,47 -0,57 3,17 1,95 0,06 
M06-L
95, 96
 m-GGA 0 1,38 2,95 1,14 2,95 1,27 -1,19 2,26 0,56 -0,30 
B3LYP-D
57, 66, 77
 h-GGA 20 1,48 3,00 -1,08 0,29 1,87 -2,13 3,00 1,04 -0,93 
M06
86, 87
 hm-GGA 27 1,48 2,95 -1,42 -0,06 -1,09 -2,95 0,32 -2,26 -2,30 
B3LYP-D3
49, 53, 55, 76
 h-GGA 20 1,56 3,28 -2,23 -1,05 0,42 -3,28 1,01 -0,60 -2,29 
B3PW91
49, 53, 70
 h-GGA 20 1,63 3,68 0,58 1,89 2,67 -0,42 3,68 2,08 0,11 
MPW3LYP
55, 70, 73
 h-GGA 21,8 1,65 3,67 -2,35 -0,96 0,63 -3,67 1,19 -0,39 -2,35 
MPW1KCIS
70, 73, 89, 90
 hm-GGA 15 1,66 2,85 -0,60 1,22 2,19 -2,26 2,85 1,49 -1,02 
MPW1PW91
70, 73
 h-GGA 25 1,72 3,77 0,88 1,90 2,61 0,25 3,77 2,14 0,51 
TPSS1KCIS
89, 91, 92
 hm-GGA 13 1,75 2,84 -0,48 1,46 2,32 -2,26 2,84 2,14 -0,75 
O3LYP
55, 72, 78
 h-GGA 11,61 1,86 4,01 0,77 2,35 3,09 0,06 4,01 2,73 -0,03 
TPSSh
91
 hm-GGA 10 1,89 3,12 -0,14 1,96 2,79 -2,02 3,12 2,81 -0,40 
MPW1S
70, 73, 79
 h-GGA * 1,97 4,91 -2,11 -0,05 1,28 -4,91 1,82 0,69 -2,95 
VSXC
97
 m-GGA 0 2,10 5,16 -0,97 0,51 3,27 -5,16 3,05 1,47 -0,27 
BHandH
49, 55
 h-GGA 50 2,15 4,19 -2,52 -4,19 -1,31 -1,81 0,66 -2,26 -2,29 
BPBE
49, 54
 GGA 0 2,23 5,55 -2,13 0,23 1,56 -5,55 1,93 1,04 -3,18 
G96LYP
55, 69
 GGA 0 2,25 6,07 -2,88 -0,36 1,40 -6,07 1,35 0,36 -3,33 
MPWB1K
93
 hm-GGA 44 2,26 3,78 1,73 1,85 2,19 2,31 3,78 1,76 2,16 
BPW91
49, 70
 GGA 0 2,26 5,46 -2,08 0,39 1,68 -5,46 2,04 1,10 -3,04 
HCTH147
71
 GGA 0 2,27 3,92 -0,53 1,39 2,87 -3,92 3,44 2,26 -1,46 
TPSSTPSS
91
 m-GGA 0 2,33 4,71 -1,65 1,09 2,28 -4,71 2,24 2,32 -2,03 
OLYP
55, 72
 GGA 0 2,34 4,39 -0,58 1,42 2,63 -4,39 3,23 2,42 -1,74 
HCTH407
71
 GGA 0 2,41 4,10 -0,38 1,31 3,11 -4,08 4,10 2,49 -1,43 
TPSSLYP1W
55, 74, 91
 m-GGA 0 2,42 6,08 -3,00 0,29 2,00 -6,08 1,30 1,61 -2,62 
B97-D
66
 GGA 0 2,43 4,30 -0,30 1,55 3,44 -3,46 4,30 3,04 -0,89 
MPWKCIS
70, 73, 89
 m-GGA 0 2,45 6,81 -3,20 -0,58 1,10 -6,81 1,25 0,31 -3,90 
MPWPW91
70, 73
 GGA 0 2,45 6,81 -3,19 -0,80 0,85 -6,81 1,18 0,22 -4,11 
BB1K
49, 53, 94
 hm-GGA 42 2,56 4,04 2,06 2,29 2,50 2,57 4,04 2,08 2,40 
PBE1W
54, 74
 GGA 0 2,66 7,52 -3,73 -1,46 0,42 -7,52 0,63 -0,27 -4,60 
wB97X-D
80, 81
 h-GGA 22,20/100
**
 2,67 4,82 1,59 2,39 3,55 1,85 4,82 2,83 1,67 
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Funcional Tipo HF%  MUE
 
MaxE
 
Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
BP86
49, 50
 GGA 0 2,70 7,48 -3,83 -1,96 0,01 -7,48 0,15 -0,55 -4,88 
HCTH93
71
 GGA 0 2,70 4,79 0,99 3,09 4,08 -2,18 4,79 3,62 -0,11 
BB95
49, 53
 m-GGA 0 2,74 8,01 -4,03 -1,43 -0,07 -8,01 0,12 -0,75 -4,75 
BHandHLYP
49, 55
 h-GGA 50 2,74 4,26 1,98 1,82 2,88 3,29 4,26 2,05 2,91 
B2PLYP
62
 hh-GGA 53 2,78 4,13 2,18 1,63 2,87 3,51 4,13 2,19 2,94 
B97-2
71
 h-GGA 21 2,86 4,78 2,10 3,28 3,71 1,21 4,78 3,34 1,65 
PBEPBE
54
 GGA 0 3,02 8,15 -4,22 -2,28 -0,23 -8,15 0,12 -0,79 -5,34 
mPW2PLYP
179
 hh-GGA 55 3,28 5,17 2,48 1,79 3,30 4,00 5,17 2,75 3,47 
PBELYP1W
54, 55, 74
 GGA 0 3,29 8,83 -4,94 -2,37 -0,11 -8,83 -0,34 -1,19 -5,30 
BLYP
49, 55
 GGA 0 3,52 8,87 -5,10 -2,69 -0,38 -8,87 -0,63 -1,44 -5,55 
MPW1N
70, 73, 180
 h-GGA * 3,62 5,33 3,00 3,20 3,68 3,73 5,33 3,29 3,11 
MPWKCIS1K
70, 73, 89, 90
 hm-GGA 41 3,86 5,49 3,11 3,57 4,01 3,96 5,49 3,44 3,47 
MPW1K
70, 73, 79, 181
 h-GGA 42,8 3,87 5,54 3,28 3,37 3,83 4,18 5,54 3,45 3,46 
MPWLYP1W
55, 70, 73, 74
 GGA 0 3,95 9,52 -5,60 -3,16 -0,68 -9,52 -0,93 -1,77 -5,99 
MPWB95
53, 70, 73
 m-GGA 0 4,05 9,37 -5,14 -2,65 -0,92 -9,37 -2,81 -1,63 -5,84 
MPWLYP
55, 70, 73
 GGA 0 4,57 10,23 -6,19 -3,92 -1,22 -10,23 -1,48 -2,31 -6,62 
SVWN3
48, 182
 LSDA 0 7,45 13,08 -9,02 -8,00 -3,84 -13,08 -2,79 -5,36 -10,03 
SVWN5
48, 182
 LSDA 0 8,25 14,04 -9,74 -9,07 -4,49 -14,04 -3,54 -5,97 -10,91 
* - não disponível 
* - o primeiro valor corresponde à HF% a curto alcance, e o segundo valor à HF%  a longo alcance. 
 
Todos estes valores permitem conhecer a exatidão de cada funcional em, por 
exemplo, catálises ácido/base, nas quais alguns destes aminoácidos estão envolvidos 
nos ciclos catalíticos. Os funcionais da densidade foram divididos em três grupos, de 
acordo com o MUE. No grupo I, os valores de MUE variam entre 0 e 1,42 kcal/mol (o 
que corresponde a um erro inferior a 1 unidade de pKa a 310,15 K). O grupo II inclui 
os funcionais com MUE entre 1,42 e 2,84 kcal/mol (o que corresponde a um erro entre 
1 e 2 unidades de pKa a 310,15 K). O grupo III inclui funcionais com MUE superior a 
2,84 kcal/mol (erros acima de 2 unidades de pKa). Os funcionais de densidade que 
fornecem os valores mais exatos são MPW1B95-D3, XYG3, MPW1B95, B1B95-D3, 
BMK, BMK-D3, M06-2X e B1LYP. Eles têm um MUE próximo da precisão química e 
um MaxE de aproximadamente 2 kcal/mol. Os restantes funcionais do grupo I (B1B95, 
PBE1PBE, CAM-B3LYP, B97-1, PBE1KCIS, B3P86, CAM-B3LYP-D3, B3LYP, B98, 
M06-L) e os M06 e B3LYP-D, (marginalmente no grupo II, mas melhor do que 
qualquer outro funcional do grupo II), também mostram um desempenho muito 
satisfatório com MUEs inferiores a 1,48 kcal/mol e erros máximos de cerca de 3 
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kcal/mol. MPW1B95, em particular, tem o menor MUE e um dos MaxE mais baixos. 
Todos esses funcionais são não-locais, apesar de não existir correlação entre os MUE 
e a fração de troca HF. O funcional B3LYP, muito popular, ocupa o 16º lugar em 
termos de MUE e o 11º lugar em termos de MaxE, e pertence ao grupo dos funcionais 
mais exatos. Com correção da dispersão, B3LYP-D, este funcional passa para os 19º 
e 18º lugares em termos de MUE e MaxE, respetivamente. A inclusão de efeitos de 
dispersão (correção D) no funcional B3LYP aumenta sistematicamente o valor de 
K
elPA
0 e piora os resultados globais (+0,14 kcal/mol no MUE e +0,23 kcal/mol no MaxE). 
É observada uma tendência oposta com a correção D3. A correção D3 em todos os 
cinco funcionais testados e em cada aminoácido, faz com que a K
elPA
0 diminua entre -
0,2 e -0,7 kcal/mol. Em três funcionais, a correção D3 também piorou os resultados 
(B3LYP-D3: +0,22 em MUE e +0,50 em MaxE; CAM-B3LYP-D3: +0,16 em MUE e 
+0,30 em MaxE; BMK-D3: +0,07 em MUE e +0,37 em MaxE), enquanto que nos 
outros dois funcionais os resultados melhoraram (MPW1B95-D3: -0,06 em MUE 3 -
0,24 em MaxE; B1B95-D3: -0,19 em MUE e -0,48 em MaxE). Em termos globais, a 
influência das correções de dispersão nestes sistemas é pequena (sempre inferior a 
1,2 kcal/mol e 0,5 kcal/mol em média). Como foram estudadas moléculas pequenas e 
em fase gasosa, existem poucas interações dispersivas na região de sobreposição do 
ponto zero, onde a dispersão não é tida em conta pelos funcionais de densidade. Além 
disto, como as geometrias dos aminoácidos protonados e desprotonados são muito 
semelhantes, a diferença está apenas num protão e, por isso, a maior parte da 
dispersão é cancelada quando calculamos K
elPA
0 .  
Em termos globais, existe uma correlação positiva entre MUE e MaxE. O MaxE para 
cada funcional de densidade não é sempre fornecido pelo mesmo aminoácido. Se se 
considerarem apenas os grupos I e II (MUE < 2,84 kcal/mol e erros de pKa <2), é 
possível verificar que não existem diferenças significativas nos MUEs de cada 
aminoácido (média sobre todos os funcionais), excepto para a serina, onde o MUE é 
maior em média (MUE (Asp-) = 1,4 kcal / mol, MUE (Cys-) = 1,3 kcal / mol, MUE (His) 
= 1,8 kcal / mol, MUE (Ser) = 2,9 kcal / mol , MUE (Arg) = 2,4 kcal / mol, MUE (Lys) = 
1,4 kcal / mol, MUE (Tyr-) = 1,6 kcal / mol). Excluindo poucas exceções, os funcionais 
M06, M06-2X, CAM-B3LYP-D3, CAM-B3LYP e BMK-D3 sistematicamente 
subestimam os valores de K
elPA
0  enquanto que os funcionais B98, B1B95, B97-1, 
B3P86 e M06-L estimam por excesso este valor.  
Artigos publicados recentemente sugerem que os M06-2X e M06 são os melhores 
funcionais para uma série de propriedades da termoquímica, cinética, e interações não 
covalentes86, 87. Outros estudos concluíram que B3LYP e B98 são muito precisos no 
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cálculo de afinidades protónicas para modelos pequenos, tais como pirrole (ou pirrol), 
quinolina183, gama-butirolactona e 2-pirrolidona149. Os nossos resultados mostram que 
todos estes funcionais híbridos e híbridos meta são muito bons para descrever a 
K
elPA
0 das cadeias laterais de aminoácidos ionizáveis, com erros inferiores a 1 unidade 
de pKa.  
Muitos mecanismos biológicos envolvem transferências de protões entre as cadeias 
laterais de aminoácidos ionizáveis (por exemplo, mecanismos de reação em enzimas). 
É por isto importante avaliar o desempenho dos funcionais de densidade em sistemas 
que envolvem as transferências de protões entre diferentes aminoácidos. Foi avaliada 
a precisão no cálculo das energias de transferência de protões ( PTE ) entre cada par 
dos sete aminoácidos estudados para os 20 funcionais de densidade mais exacos 
(MPW1B95, PBE1KCIS, M06-2X, B1LYP, B1B95, PBE1PBE, B97-1, B3P86, B3LYP, 
B98, M06, M06-L, MPW1B95-D3, B1B95-D3, BMK, BMK-D3, CAM-B3LYP, CAM-
B3LYP-D3, B3LYP-D e XYG3). A precisão foi medida pela MUE entre as energias 
PTE  calculadas com o nível DFT e as calculadas com nível CCSD(T)/CBS. 
A Tabela 12 mostra os erros, diferenças entre as energias DFT e CCSD(T)/CBS, 
obtidos para cada transferência de protões entre cada par de aminoácidos. Se 
estiverem presentes erros sistemáticos no cálculo de K
elPA
0 , a precisão de PTE  será 
maior do que a de K
elPA
0 . Na ausência de erros sistemáticos o erro será maior em 
PTE  do que em 
K
elPA
0 , (devido a propagação de erros). A Tabela 13 mostra os MUE 
de PTE  para os 20 funcionais de densidade mais exatos. 
 
Tabela 12 – PTE para os funcionais de densidade. Todas as transferências de protões possíveis entre os 7 
aminoácidos são apresentadas. Todos os valores em kcal/mol. 
  MPW1B95 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
PBE1KCIS Asp
-
 0 0,81 1,33 -0,52 2,52 0,82 0,01 
Cys
-
 1,16 0 0,52 -1,34 1,71 0,01 -0,81 
His 2,19 1,03 0 -1,85 1,20 -0,51 -1,32 
Ser
-
 -1,08 -2,24 -3,27 0 3,05 1,34 0,53 
Arg 3,09 1,92 0,89 4,16 0 -1,70 -2,52 
Lys 1,54 0,38 -0,65 2,62 -1,55 0 -0,81 
Tyr
-
 -0,33 -1,50 -2,53 0,74 -3,42 -1,88 0 
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M062X 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
B1LYP Asp
-
 0 -1,62 -1,17 0,22 -0,34 -1,05 -0,31 
Cys
-
 1,11 0 0,45 1,84 1,28 0,57 1,31 
His 2,44 1,33 0 1,39 0,83 0,12 0,86 
Ser
-
 -0,75 -1,86 -3,19 0 -0,56 -1,27 -0,53 
Arg 3,05 1,94 0,61 3,80 0 -0,71 0,03 
Lys 1,51 0,40 -0,93 2,26 -1,53 0 0,74 
Tyr
-
 0,12 -0,99 -2,32 0,87 -2,93 -1,39 0 
  B1B95 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
PBE1PBE Asp
-
 0 1,00 1,37 -0,69 2,49 0,88 -0,10 
Cys
-
 0,62 0 0,38 -1,69 1,49 -0,12 -1,10 
His 1,62 0,99 0 -2,06 1,11 -0,50 -1,47 
Ser
-
 -0,86 -1,48 -2,48 0 3,18 1,57 0,59 
Arg 2,81 2,19 1,19 3,67 0 -1,61 -2,59 
Lys 1,22 0,59 -0,40 2,08 -1,59 0 -0,98 
Tyr
-
 -0,58 -1,20 -2,19 0,28 -3,39 -1,79 0 
  B97-1 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
B3P86 Asp
-
 0 0,50 1,99 -1,20 2,67 1,57 -0,50 
Cys
-
 1,18 0 1,50 -1,69 2,17 1,08 -0,99 
His 2,09 0,92 0 -3,19 0,68 -0,42 -2,49 
Ser
-
 -0,99 -2,16 -3,08 0 3,87 2,77 0,70 
Arg 3,08 1,90 0,99 4,07 0 -1,10 -3,17 
Lys 1,46 0,28 -0,64 2,44 -1,62 0 -2,07 
Tyr
-
 -0,35 -1,53 -2,44 0,64 -3,43 -1,81 0 
  B3LYP 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
B98 Asp
-
 0 1,43 2,81 -1,17 3,38 1,82 -0,01 
Cys
-
 0,35 0 1,39 -2,60 1,96 0,40 -1,44 
His 2,03 1,68 0 -3,99 0,57 -0,99 -2,82 
Ser
-
 -1,01 -1,36 -3,04 0 4,56 3,00 1,17 
Arg 2,73 2,38 0,70 3,74 0 -1,56 -3,39 
Lys 1,51 1,16 -0,52 2,52 -1,22 0 -1,83 
Tyr
-
 -0,38 -0,73 -2,41 0,63 -3,11 -1,88 0 
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  M06 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
M06-L Asp
-
 0 1,36 0,33 -1,53 1,74 -0,84 -0,88 
Cys
-
 1,81 0 -1,03 -2,89 0,38 -2,20 -2,24 
His 0,13 -1,68 0 -1,86 1,41 -1,17 -1,21 
Ser
-
 -2,33 -4,13 -2,46 0 3,27 0,69 0,65 
Arg 1,12 -0,69 0,99 3,45 0 -2,58 -2,62 
Lys -0,58 -2,38 -0,71 1,75 -1,69 0 -0,04 
Tyr
-
 -1,44 -3,25 -1,57 0,89 -2,56 -0,86 0 
  MPW1B95-D3 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
B1B95-D3 Asp
-
 0 0,75 1,29 -0,48 2,49 0,79 0,00 
Cys
-
 0,80 0 0,55 -1,23 1,75 0,04 -0,74 
His 1,79 0,98 0 -1,78 1,20 -0,50 -1,29 
Ser
-
 -0,60 -1,40 -2,38 0 2,98 1,27 0,49 
Arg 2,42 1,62 0,64 3,02 0 -1,71 -2,49 
Lys 0,79 -0,01 -1,00 1,38 -1,63 0 -0,79 
Tyr
-
 -0,12 -0,92 -1,91 0,47 -2,54 -0,91 0 
  BMK 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
BMK-D3 Asp
-
 0 -0,94 1,78 0,82 2,55 0,97 -0,18 
Cys
-
 -1,11 0 2,71 1,76 3,49 1,90 0,76 
His 1,70 2,81 0 -0,96 0,78 -0,81 -1,95 
Ser
-
 0,91 2,01 -0,80 0 1,73 0,15 -1,00 
Arg 2,50 3,61 0,80 1,60 0 -1,59 -2,73 
Lys 0,90 2,01 -0,80 -0,01 -1,60 0 -1,14 
Tyr
-
 -0,19 0,92 -1,89 -1,09 -2,69 -1,09 0 
  CAM-B3LYP 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
CAM-B3LYP-D3 Asp
-
 0 1,43 2,25 0,28 3,18 1,01 0,49 
Cys
-
 1,35 0 0,83 -1,14 1,76 -0,42 -0,93 
His 2,20 0,85 0 -1,97 0,93 -1,25 -1,76 
Ser
-
 0,34 -1,00 -1,85 0 2,90 0,73 0,21 
Arg 3,13 1,79 0,94 2,79 0 -2,18 -2,69 
Lys 0,95 -0,39 -1,24 0,61 -2,18 0 -0,51 
Tyr
-
 0,49 -0,86 -1,71 0,14 -2,65 -0,47 0 
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  XYG3 
  Asp
-
 Cys
-
 His Ser
-
 Arg Lys Tyr
-
 
B3LYP-D Asp
-
 0 1,74 0,55 -0,24 1,19 1,33 -0,83 
Cys
-
 1,37 0 -1,19 -1,98 -0,55 -0,41 -2,57 
His 2,95 1,58 0 -0,79 0,64 0,79 -1,37 
Ser
-
 -1,05 -2,43 -4,01 0 1,43 1,57 -0,59 
Arg 4,08 2,71 1,13 5,14 0 0,14 -2,02 
Lys 2,12 0,75 -0,83 3,17 -1,96 0 -2,16 
Tyr
-
 0,15 -1,22 -2,80 1,21 -3,93 -1,97 0 
 
Tabela 13 - MUE médio de PTE  calculado usando todas as transferências de protões para um determinado 
funcional de densidade. Todos os valores em kcal/mol. 
Funcional 
MUE ( PTE )  
M06-2X 0,82 
MPW1B95-D3 1,13 
XYG3 1,15 
MPW1B95 1,20 
B1B95 1,28 
B1B95-D3 1,30 
CAM-B3LYP-D3 1,33 
CAM-B3LYP 1,37 
BMK 1,46 
M06 1,47 
BMK-D3 1,48 
PBE1PBE 1,58 
B98 1,67 
B1LYP 1,68 
B97-1 1,73 
M06-L 1,74 
B3P86 1,77 
PBE1KCIS 1,82 
B3LYP 2,01 
B3LYP-D 2,22 
 
Os resultados apresentados permitem conclusões relevantes. Mostram claramente 
que M06-2X é o funcional de densidade mais adequado para cálculos de transferência 
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de protões, em geral, e B3LYP e B3LYP-D são os menos exatos entre os vinte 
funcionais avaliados como melhores para prever K
elPA
0 . Por outro lado, para ser muito 
específico, os valores de PTE  são muito úteis uma vez que permitem identificar o 
melhor funcional de densidade para descrever cada sistema enzimático específico. 
Por exemplo, para o mecanismo catalítico da elastase pancreática184 em que a 
transferência de protões ocorre a partir de uma serina para uma histidina, vemos que 
os funcionais de densidade que fornecem os resultados mais precisos são XYG3, 
BMK-D3, BMK e M06-2X. Portanto, um destes funcionais deverá ser usado em 
proteínas pertencentes à família das Proteases serinicas. Da mesma forma, os 
resultados sugerem que a M06-L, M06, XYG3 e M06-2X são os melhores funcionais 
para descrever transferências de protões de ácidos carboxílicos para histidinas, que 
ocorrem em enzimas sulfotransferases185. No entanto, devemos ter em mente que a 
energética de reações enzimáticas depende de muitos fatores para além da 
transferência de protões e a escolha do funcional não deve ser feita baseada 
unicamente neste critério. 
É importante salientar que os valores de pKa dos resíduos ionizáveis nas dobras das 
proteínas são influenciadas pelo meio onde se inserem. Portanto, os resultados 
apresentados neste trabalho mostram apenas o quão bem os funcionais DFT 
descrevem as afinidades protónicas em fase gasosa. As afinidades protónicas nas 
proteínas dependerão também da descrição de interações não covalentes, entre 
outros fatores, que são diferentes para cada funcional.
 
 
3.4. Conclusões  
 
Os resultados apresentados permitem uma caraterização conscienciosa dos estados 
de protonação de aminoácidos e de transferências de protões entre diferentes 
aminoácidos, e serão muito úteis para trabalhos futuros, nomeadamente para estudos 
de mecanismos catalíticos ácido/base. É fornecida uma base de dados de 
benchmarking DFT para o cálculo de K
elPA
0 e de Δ K
elPA
0 , nova, importante e 
consistente. Os valores de referência foram determinados com o nível CCSD(T)/CBS. 
Estes valores foram obtidos pela soma da energia de MP2 no limite do conjunto de 
bases completo com um termo de correção CCSD(T) avaliado usando o conjunto de 
bases aug-cc-pVTZ. As energias MP2/CBS foram determinadas utilizando os 
esquemas de extrapolação de Truhlar e de Helgaker. A diferença entre os valores 
extrapolados para o nível MP2/CBS com ambos os esquemas é muito pequena (média 
absoluta de apenas 0,35 kcal/mol). Analisando os resultados de benchmarking DFT, 
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concluímos que os funcionais M06-2X, MPW1B95, XYG3 e B1B95 são os mais 
adequados para prever pKas de aminoácidos e transferências de protões entre 
aminoácidos. M06-2X é um funcional particularmente atrativo, uma vez que tem sido 
demonstrado ser muito bom no  cálculo de interações intermoleculares, propriedades 
cinéticas e termodinâmicas (propriedades que são fundamentais para a maior parte 
dos estudos de reatividade em sistemas biológicos). Tudo indica que este funcional é 
uma das opções mais atraentes para os estudos de reatividade química em enzimas, 
nos quais as transferências de protões desempenham um papel importante. 
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Capítulo 4 
Estudos com a 
PR do HIV-1 
“If we knew what it was we were 
doing, it would not be called 
research, would it?” 
            ………     .Albert Einstein 
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4.1. Introdução 
 
No presente capítulo é proposta uma nova teoria para o reconhecimento do substrato 
pela PR do HIV-1, conseguida através decálculos de energia de ligação efetuados 
usando a técnica de Integração Termodinâmica (TI). A PR do HIV-1 é uma enzima 
crucial para o ciclo de vida do vírus da imunodeficiência humana do tipo 1, o retrovírus 
que desencadeia a SIDA. A PR do HIV-1 cliva as poliproteínas precursoras Gag, Gag-
Pol e Nef de forma altamente seletiva, reconhecendo apenas um conjunto de doze 
substratos. No entanto, os substratos da PR do HIV-1 têm pouca identidade 
sequencial e não há um motivo óbvio para a ligação destes à enzima. Apesar das 
muitas propostas especulativas que abundam na literatura, os princípios que regem e 
os parâmetros físicos que determinam o reconhecimento do substrato e a 
especificidade, continuam a ser mal entendidos. Neste trabalho foram usadas 
simulações extremamente longas, à escala do microssegundo, de modo a mostrar 
quantitativamente que algumas sequências da poliproteína Gag-Pol que não são 
clivadas, não-substratos, têm uma maior afinidade para o centro ativo da PR do HIV-1 
do que um substrato, ou seja, o reconhecimento não é regido pela afinidade para o 
centro ativo. Tendo por base os dados experimentais e teóricos disponíveis bem como 
os nossos resultados foi proposta uma nova e consistente teoria em que a geometria 
de complexação proteína-proteína PR:Pr55Gag e PR:Pr160Gag-Pol é a base para o 
reconhecimento do substrato pela PR do HIV-1. 
 
4.1.1. Protease do HIV-1 e seus substratos 
 
A Protease do HIV-1, uma PR retroviral pertencente à família das proteinases 
aspárticas186, é uma enzima extremamente importante. Alguns dos seus inibidores 
foram dos primeiros medicamentos desenvolvidos para o tratamento da SIDA e, 
atualmente, esta enzima continua a ser um dos pilares fundamentais da terapia contra 
esta doença.  
A enzima é ativa como um homodímero e cada monómero contribui com um aspartato 
catalítico para o centro ativo. 187-191 Os braços da PR que estão acima do centro ativo, 
bem como o "fireman’s grip" e as pontes de hidrogénio que o sustentam, são 
caraterísticas importantes desta enzima192 que podem ser observadas na Figura 11, 
abaixo. O “fireman’s grip” é uma caraterística estrutural responsável pela estabilidade 
do dímero da PR, é formado pela sequência de aminoácidos Asp-Thr-Gly, na qual o 
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oxigénio da cadeia lateral da Thr26 do centro ativo forma uma ligação de hidrogénio 
com a amida da cadeia principal da Thr26’, (treonina 26 do outro monómero). 
 
 
Figura 11 - Complexo Protease:substrato ARVLAEAM. Monómero A em laranja e monómero B em azul. Os braços de 
ambos os monómeros estão coloridas de amarelo e ciano, respetivamente. O “fireman’s grip” pode ser visto em tubos e 
ambos os aspartatos catalíticos em tubos e bolas. O aspartato catalítico da cadeia B está protonado. Em tubo verde os 
8 aminoácidos do substrato que encaixam no centro ativo. 
 
A PR é uma enzima pequena, com 99 aminoácidos por monómero, que cliva as 
poliproteínas precursoras Gag, Gag-Pol e Nef. Estas reações ocorrem no final do ciclo 
de vida do vírus, durante a formação do virião e a maturação à superfície da célula. O 
processo é altamente específico, regulado temporalmente e essencial para a produção 
de partículas virais infecciosas. 6-8, 193 As principais proteínas estruturais são formadas 
por clivagem da poliproteína PR55Gag e as enzimas virais são formadas por clivagem 
do PR160Gag-Pol.7 A PR incorporada dentro da poliproteína Gag-Pol cliva-se a si 
própria, cortando as ligações peptídicas em ambas as extremidades da sua sequência. 
Subsequentemente, cliva ligações adicionais dentro do restante fragmento da 
poliproteína Gag-Pol. No total, são necessárias doze reações proteolíticas para gerar 
um virião maduro e infeccioso.6 A Figura 12 mostra os doze pontos de clivagem.  
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Figura 12 - Representação esquemática dos locais de processamento das poliproteínas Gag (a cinza claro) e Gag-Pol 
(a branco) mostrando os 12 pontos de clivagem pela Protease. MA, matriz; CA, capsideo; NC, nucleocapsideo; p2 and 
p1, dois peptideos espaçadores, pacer peptides; TFP, trans frame peptídeo; p6gag, uma fosfoproteína importante 
necessária para libertação do virião; p6pol; proteína envolvida na regulação da autoativação da PR, PR; RTp51, 
monómero p51 da transcriptase reversa; RTp66, monómero p66 da transcriptase reversa / RNase H; IN, integrase, 
NEF, o fator negativo, poliproteína precursora também conhecida como proteína F. 
 
Cada reação ocorre sequencialmente e com fidelidade em zonas de clivagem que 
aparentemente não estão relacionadas. As 12 sequências que a PR reconhece e cliva 
especificamente são apresentadas na Tabela 14. O substrato utilizado como 
referência neste estudo está a negrito e os pontos de clivagem são indicados por um 
asterisco. Centrado no centro ativo hidrófobico estão simetricamente dispostos dois 
resíduos de aspartato, Asp25 e Asp25', envolvidos na hidrólise da ligação peptídica, 
Figura 11. Vários estudos têm demonstrado que a cavidade hidrofóbica pode conter 
oito aminoácidos de substrato ligados numa conformação folha-ß estendida ao longo 
desta cavidade, hidrofóbica e carregada, por meio de ligações de hidrogénio e 
interações de van der Waals.10  
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Tabela 14 - As 12 sequências que a PR do HIV-1, (HXB2, grupo M, subtipo B), reconhece e cliva. O HIV-1 é dividido 
em 3 grupos, (M(o mais comum), N e O) e cada grupo em dividido em subtipos e CRFs (formas recombinantes 
circulantes)
9
 
Sequências de substrato Domínio de clivagem 
SQNY*PIVQ MA-CA 
ARVL*AEAM CA-p2 
ATIM*MQRG p2-NC 
RQAN*FLGK NC-p1 
RQAN*FLRE NC-TFP 
PGNF*LQSR p1-p6gag 
DLAF*LQGK TFP-p6pol 
SFNF*PQVT p6pol-PR 
TLNF*PISP PR-RTp51 
AETF*YVDG RTp51-RTp66 
RKVL*FLDG RTp66-INT 
DCAW*LEAQ NEF 
 
O modo como a PR reconhece os seus substratos e a sua especificidade continuam a 
ser mal entendidos, apesar das muitas propostas especulativas apresentadas na 
literatura. Tem sido difícil explicar o fato dos substratos da PR partilharem de pouca 
identidade nas suas sequências e falta indicar um motivo óbvio para a ligação do 
ponto de vista morfológico e eletrostático. A abordagem tradicionalmente invocada 
para explicar a ligação de múltiplos e diferentes substratos defende que a 
especificidade da PR é determinada pela capacidade das cadeias laterais dos 
aminoácidos dos substratos se ligarem em oito subsítios individuais dentro da 
enzima.11 
4.1.2. Objetivos  
 
Este trabalho, mostra de forma quantitativa, através de cálculos de energia de ligação, 
que várias sequências da poliproteína Gag-Pol que não são clivadas, não-substratos, 
têm uma maior afinidade para o centro ativo da PR do HIV-1 do que os seus 
substratos.  
Para quantificar a afinidade dos não-substratos relativamente ao substrato, calculámos 
diferenças de energias de Gibbs de ligação, recorrendo a um método computacional 
de elevada exatidão, o TI26, 133, 135, bem como a um outro menos exato mas muito mais 
rápido, o MM-PBSA125. Assim, foi determinado o valor de 
nSS
bindG
  para um não-
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substrato com TI e, para os outros não-substratos, com o MM-PBSA calibrado de 
modo a reproduzir os valores de TI. Uma análise detalhada dos nossos resultados em 
conjunto com uma série de dados experimentais, permitiu verificar que os modelos 
atualmente usados para explicar o reconhecimento do substrato pela PR são 
inadequados/incompletos. É proposta uma nova e consistente teoria em que a 
geometria de complexação proteína-proteína PR:Pr55Gag e PR:Pr160Gag-Pol é a base 
para o reconhecimento de substrato pela PR do HIV-1.  
  
4.2. Metodologia  
 
4.2.1. Estruturas 
 
A estrutura 3D da PR do HIV-1 complexada com o substrato foi obtida na base de 
dados Protein Data Bank194 com a referência 1F7A10. A estrutura é apresentada com 
uma resolução de 2,0Å. Nesta estrutura os dois resíduos catalíticos estão substituídos 
por duas asparaginas (D25N) de modo a tornar a estrutura inativa e possível de 
cristalizar. O substrato é formado pela sequência peptidica Lys-Ala-Arg-Val-Leu-Ala-
Glu-Ala-Met-Ser. Começou-se por mutar as asparaginas para os necessários 
aspartatos catalíticos, resíduos 25 e 25´ das cadeias A e B, respetivamente. Sabe-se 
também que um dos aspartatos da Protease do HIV-1 está protonado e, portanto, foi 
adicionado um átomo de hidrogénio ao aspartato 25 da cadeia B, Asp 25', de acordo 
com o mecanismo mais provável para a clivagem do substrato pela PR do HIV-1195 e 
com as nossas observações num trabalho anterior196. Foi verificado que na PR do HIV-
1 as cadeias laterais das histidinas, frequentemente encontradas num estado de 
protonação fora do padrão, (o pka das histidinas é 6,1), estão expostas ao solvente e 
por isso encontram-se num estado neutro. Estados de protonação padrão foram 
assumidos para todos os outros resíduos. Trabalhou-se com oito dos dez aminoácidos 
do substrato, aqueles que ficam dentro do centro ativo da Protease, excluindo por isto 
o primeiro e último aminoácidos. Os não-substratos usados são sequências de 
aminoácidos da poliproteína PR160Gag-Pol, não clivadas pela PR. A estrutura 3D da 
poliproteína Gag-Pol é desconhecida, a sequência de aminoácidos foi extraída do 
Swiss-Prot197, com a referência P04585. Na  
Figura 13, os substratos estão sublinhados e os não-substratos utilizados no presente 
trabalho são evidenciados a negrito. 
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Figura 13 - P04585 UniProtKB/Swiss-Prot. Poliproteína Gag-Pol (HIV-1 isolado do HXB2, grupo M subtipo B). Os 
substratos estão sublinhados e os não-substratos estão a negrito 
 
O não-substrato TKALTEVI foi seleccionado porque tem maior número de 
propriedades comuns com o substrato ARVLAEAM e os não-substratos ARASVLSG e 
SQVTNSAT foram escolhidos aleatoriamente. As estruturas tridimensionais dos 
complexos PR:TKALTEVI, PR:SQVTNSAT, PR:ARASVLSG foram construídas 
utilizando o complexo PR:ARVLAEAM como referência. Encaixaram-se os não-
substratos no interior da PR de modo a estabelecerem o máximo número de 
interações. Para isso, cada cadeia lateral de aminoácido do substrato foi mutada na 
correspondente cadeia lateral do não-substrato e foi usada uma biblioteca de 
rotâmeros198 para estimar a conformacão inicial escolhendo o rotâmero que leva a um 
maior número de interações. 
 
4.2.2. Integração Termodinâmica 
 
Um marco importante da química computacional é a capacidade de prever com 
elevada exatidão energias livres de sistemas moleculares. Isto fornece uma relação 
direta entre a estrutura microscópica e as flutuações de um sistema termodinâmico e a 
sua propriedade termodinâmica fundamental, a energia de Gibbs. Estimar a diferença 
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de energia de ligação entre dois ligandos, o substrato (S) ARVLAEAM e o não-
substrato (nS) TKALTEVI, para a PR do HIV-1 é o nosso caso de estudo.  
Conforme mencionado no capítulo 2, os métodos computacionais mais exatos para 
calcular a energia de Gibbs são a Integração Termodinâmica (TI), e a perturbação de 
energia livre, (FEP).26, 126-130 Na literatura têm sido feitas muitas comparações entre 
FEP e TI e a principal diferença entre estas duas técnicas pertence à fórmula utilizada 
para avaliar a energia de ligação. Neste trabalho usou-se TI, mas FEP e TI são de 
eficiência comparável.131  
A diferença de energia de ligação entre dois estados, A e B, pode ser formalmente 
obtida a partir da fórmula de Zwanzig132, 
 
AABABBA
VVGGG )(expln1      (129) 
 
onde 1/kT=β e 
A
 denota uma média de um conjunto gerado por MD ou MC que é 
amostrada usando o potencial VA. A equação anterior assume que a amostragem 
configuracional é feita a temperatura e pressão constantes (conjunto isotérmico-
isobárico). Uma contribuição cinética para a diferença de energia de ligação, por 
exemplo, devido a uma possível alteração de massas atómicas, não é considerada 
uma vez que irá sempre ser anulada, em virtude quer do teorema de equipartição quer 
do ciclo termodinâmico relevante. 
A equação (130), geralmente referida como a fórmula de TI para a energia ligação, é, 
exata, tal como a equação (129), e pode ser derivada diretamente a partir do integral 
de configuração,  
 







 
1
0
)(




d
V
G BA
 (130) 
 
A diferença na energia Gibbs entre o modelo do substrato, ARVLAEAM, e o modelo do 
não-substrato, TKALTEVI, foi avaliada utilizando o ciclo termodinâmico apresentado 
na Figura 14. 
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Figura 14 - Ciclo termodinâmico para calcular a diferença de energia de ligação para a Protease entre o substrato 
ARVLAEAM e o não-substrato TKALTEVI.
S
bindG  e 
nS
bindG  são as energias de ligação do substrato e do não-
substrato, respetivamente, para a PR do HIV-1. 
S nS
solvG
 e 
S nS
PG
 são as energias de ligação para as 
transmutações não físicas para  mutar o substrato no não substrato livre, em solução e na Protease, respetivamente.  
  
A partir do ciclo termodinâmico da Figura 14 obtemos a equação (131):  
 
nSS
solv
nSS
P
S
bind
nS
bind
nSS
bind GGGGG
    (131) 
 
De acordo com a equação anterior, é necessário calcular S nS
PG
 e S nSsolvG
 . Ambas 
as quantidades não têm significado no mundo real uma vez que se referem a 
diferenças de energia de ligação entre moléculas diferentes. As transformações 
necessárias para calcular 
S nS
PG
  e S nSsolvG
 representam um grande desafio para este 
tipo de cálculos, dado que mutar o substrato no não-substrato envolve criar e eliminar 
um grande número de átomos. Segundo a literatura disponível, o número de 
transformações realizado neste trabalho foi o mais elevado feito até à data. 
Não existe uma correspondência direta entre o número de átomos no substrato e no 
não-substrato e, por isso, foram usados “átomos fictícios”127. Um “átomo fictício” é um 
átomo para o qual as interações não ligantes com todos os outros átomos são zero. 
Estes átomos têm massa, mas a massa só afeta as propriedades cinéticas, não são 
contabilizadas na termodinâmica, e, por isso, não têm influência na energia de Gibbs. 
Neste trabalho foram consideradas quatro transformações de energia separadamente, 
a primeira onde as cargas dos átomos que vão desaparecer são removidas e as dos 
átomos que vão ser transformados são convertidas, 
1G , a segunda onde as 
interações de LJ nos átomos que vão desaparecer são desligadas e as interações de 
LJ são modificadas nos átomos que serão convertidos, 
2G , numa terceira as 
interações de LJ nos átomos que vão nascer são criadas, 
3G , numa quarta e última 
as cargas dos átomos que nasceram são ligadas, 
4G . É de notar que é impossível 
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obter diretamente uma partição da energia total em energia Coulombica e energia de 
van der Waals (vdW), uma vez que são interdependentes.199 
 
)()( 43214321 PPPPsolvsolvsolvsolv
nSS
P
nSS
solv
nSS
bind GGGGGGGGGGG 

 (132) 
 
Os cálculos de energia de ligação para a transformação do substrato no não-substrato 
foram efetuados com o software GROMACS versão 3.3127.  
Para cada valor de lambda de cada transformação fez-se uma minimização com o 
algoritmo l-bfgs, uma minimização com o leapfrog dynamics integrator, uma 
equilibração a volume constante, uma equilibração a pressão constante e por fim 
produção a volume constante. As derivadas da energia de ligação foram recolhidas 
independentemente na produção a volume constante para cada lambda.  
Estas simulações foram feitas em solvente explícito e com condições períodicas de 
fronteira127 para 16 valores de lambda. Os valores de lambda para as situações em 
que há desaparecimento de átomos foram os seguintes: 0,0; 0,05; 330,1; 0,2; 0,3; 0,4; 
0,5; 0,6; 0,65; 0,7; 0,75; 0,80; 0,85; 0,90; 0,95; 1,0. Quando a derivada da energia 
muda rapidamente foram usados incrementos de 0,05; quando varia lentamente foram 
usados incrementos de 0,1. 
Ao longo dos lambdas foram usados potenciais “soft-core” para as interações não 
ligantes. Foram aplicadas correções à dispersão de longo alcance para a energia e 
pressão. Com as correções de longo alcance para os termos de vdW ligados, a 
energia e a pressão não serão influenciadas pelo corte. Usou-se um corte de 9Å para 
as interações Coulombicas conjuntamente com a metodologia PME (substancialmente 
mais eficiente que o somatório de Ewald tradicional, para sistemas médios e grandes), 
e um corte comutado de 8-9 Å para as interações de LJ. 127 
O substrato livre em solução e o substrato complexado com a proteína foram 
centrados em caixas cúbicas com 10Å e 12Å da periferia da molécula, respetivamente. 
O campo de forças utilizado foi o Cornell force field116 para descrever quer a proteína 
quer os substrato e não-substratos, e o modelo de águas o TIP3P200, modelo rígido 
que não inclui termos de LJ nos hidrogénios. A integração das equações do 
movimento foi desempenhada pelo algoritmo de velocidade de Verlet 201. O tempo 
entre cada passo usado para integrar as equações do movimento foi de 0,001 ps. Um 
total de 200 ps foi usado para a equilibração a volume constante e equilibração a 
pressão constante, e para a produção um total de 3000ps perto dos pontos finais (λ= 
0,00; 0,05; 0,10; 0.85; 0.90; 0.95; 1,00) e 2000 ps para os restantes λ. A média de 
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( )V 



para cada ponto de lambda foi calculada na fase de produção. O tempo de 
simulação total para transformar o substrato no não-substrato foi de 168,8 ns, tanto no 
no estado livre como na proteína, e ainda, nos sentidos direto e inverso, perfazendo 
um total de 675,2 ns (perto da escala do microsegundo). Para produzir simulações de 
pressão controlada foi usado o controlador de pressão de Berendsen. Para manter a 
temperatura a 300 K usou-se a dinâmica de Langevin202 porque o termóstato de 
Berendsen não gera uma distribuição correta de temperaturas e o termóstato de Nose-
Hoover pode gerar problemas de oscilação. As ligações de hidrogénio foram 
constrangidas usando o algoritmo LINCS127.  
Calculou-se também a histerese no cálculo de energia de ligação executando as 
mutações nos sentidos direto e inverso. Isto não é, na verdade, uma estimativa válida 
da incerteza, é frequentemente mais pequena do que a incerteza estatística da 
medida, contudo está relacionada com o erro sistemático.135  
A energia de ligação é altamente dependente dos protocolos. Tais simulações 
requerem atenção especial na implementação computacional e na interpretação dos 
resultados e não devem ser realizadas rotineiramente. A metodologia utilizada foi 
rigorosamente testada, calculando valores de ΔΔG para mutações cujos valores 
experimentais estão disponíveis. Foram realizadas simulações teste com o nosso 
sistema e verificou-se que, à medida que o tempo de amostragem é aumentado, a 
diferença de energia nos sentidos direto e inverso diminui. Além disto, o perfil da 
energia de Gibbs nos sentidos direto e inverso indicou que a maior parte da diferença 
de energia se deve à discrepância para valores de lambda perto dos pontos finais. Por 
este motivo, perto dos pontos finais, o calculo da média de 
( )V 



 foi feito ao fim de 
3ns em vez de 2 ns. 
 
4.2.3. MM-PBSA 
 
O MM-PBSA125 implementado no AMBER8 136 foi usado para calcular as energias de 
Gibbs para todos os complexos, depois de calibrado através dos cálculos já 
reportados de TI. Este método é baseado na análise das trajetórias de dinâmica 
molecular usando um modelo de solvente contínuo. A energia de Gibbs de um estado 
é dada por: 
 
MM PBSA MMG E G T S     (133) 
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MME é a média da energia proveniente da  mecânica molecular que tipicamente inclui 
ligações, ângulos, diedros, torções, componente eletrostática e de vdW de um 
determinado campo de forças, mas sem qualquer valor de corte para ter em conta 
todas as interações não ligantes. A energia de Gibbs de solvatação, 
PBSAG , é 
aproximada como a soma da contribuição eletrostática, calculada pela resolução 
numérica da equação de Poisson Boltzmann, com a contribuição não-polar, termo 
dependente da área superficial. Os termos 
PBSAG e MME são obtidos calculando a 
média das geometrias extraídas da simulação de dinâmica molecular do sistema. O 
último termo, 
MMT S , a entropia do soluto, é usualmente considerado como sendo 
equivalente nas fases gasosa e em solução, e consequentemente é cancelado no 
cálculo da energia de Gibbs de solvatação, (e por isso não calculado).  
Para os cálculos com o MM-PBSA, fizemos minimizações e simulações de dinâmica 
molecular com o pacote de programas AMBER8136.  
Nas simulações de mecânica molecular em solvente implícito o modelo de solvatação 
de Born generalizado foi o implementado203. Para eliminar os maus contatos, a 
estrutura cristalográfica inicial foi minimizada em três etapas: na 1ªetapa apenas os 
hidrogénios que o xleap adicionou foram minimizados, na 2ª apenas as cadeias 
laterais e, por fim, todos os átomos do sistema foram minimizados. Cerca de 1500 
passos foram usados para cada etapa, os primeiros 500 usando o algoritmo steepest-
descent e os restantes usando o algoritmo dos gradientes conjugados. Combinou-se o 
algoritmo steepest-descent que se mostra mais eficaz e rápido nos passos iniciais 
quando se está muito longe do mínimo, e o método dos gradientes conjugados que é 
menos rápido mas mais adequado quando se está perto de atingir o mínimo. 
De seguida, fizeram-se simulações MD, partindo da estrutura minimizada, durante 
40000 ps. Todas as simulações de MD foram feitas usando o módulo sander, 
implementado no pacote de simulações do AMBER8136, com o campo de forças 
Cornell force field116, 136. As ligações que envolvem hidrogénios foram confinadas 
usando o algoritmo SHAKE124 e as equações de movimento foram integradas de 2 em 
2 fs usando o algoritmo de Verlet. O valor de corte para as interações de longo 
alcance foi de 16Ǻ. A temperatura do sistema foi regulada pelo termostato de Langevin 
mantendo a temperatura do sistema constante a 300 K.203, 204  
Para o cálculo da energia de Gibbs de ligação foi feita uma extração de 100 em 100 
passos dos últimos 100000 passos (últimos 20 ns) da simulação de dinâmica 
molecular em solvente contínuo, o que dá um total de 1000 estruturas extraídas. 
O tratamento é feito usando cada uma das estruturas e calculando, para cada 
estrutura, as energias do complexo e de todos os monómeros que interatuam. 
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substratoproteasecomplexo
S
bind GGGG   
(134) 
substratonãoproteasecomplexo
nS
bind GGGG   
(135) 
 
A diferença de energia de ligação entre os complexos, PR:Subs e PR:nãoSubs é 
definida como: 
 
S
bind
nS
bind
nSS
bind GGG 

   
(136) 
 
As energias interna, (ligação, ângulos e diedros), eletrostática e interação de van der 
Waals, são calculadas usando o campo de forças Cornell force field e sem valor de 
corte para as interações de longo alcance. A energia de Gibbs de solvatação 
eletrostática é calculada resolvendo a equação de Poisson-Boltzmann com o software 
Delphi.v.4.137, 138 A exatidão deste método depende da auto-consistência dos 
parâmetros modelo utilizados para resolver o método das diferenças finitas 
implementado no Delphi. Os parâmetros utilizados foram baseados num estudo 
detalhado da variação dos parâmetros chave de acordo com o sistema e com o tempo 
de computação.205 A contribuição não polar para a energia de Gibbs de solvatação 
devido a interações de vdW entre o soluto, o solvente e a formação da cavidade foi 
modelada como um termo que é dependente da área de superfície da molécula que é 
acessível ao solvente. O termo de solvatação não polar é determinado usando a 
relação empírica: 
 
  AGnonpol   (137) 
 
onde A é a área acessível ao solvente, estimada usando o programa molsurf, que é 
baseada na ideia inicialmente desenvolvida por Mike Connolly. Α e β são constantes 
empíricas e os valores usados foram 0,00542 kcal Å-2 mol-1 e 0,92 kcal mol-1, 
respetivamente. O termo entrópico não foi calculado porque se assume que a sua 
contribuição para a 
nSS
bindG
 é cancelada, conforme anteriormente explicado.206  
A escolha da constante dielétrica externa depende do solvente, mas a escolha da 
constante dielétrica interna é objeto de discussão e controvérsia uma vez que não é 
universal, mas um parâmetro que depende do modelo e metodologia usados.206 Neste 
trabalho reproduziu-se com MM-PBSA a energia de ligação obtida com Integração 
Termodinâmica26, 133, 135, sublinhando a adequação do protocolo MM-PBSA usado 
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nestas circunstâncias. O valor da constante dielétrica externa usada foi de 80,0. O 
valor da constante dielétrica interna foi ajustado para 9,00. 
 
4.3. RESULTADOS 
 
4.3.1. Cálculo de nSSbindG
 com TI  
 
Com o método de Integração Termodinâmica calculou-se a diferença de energia de 
ligação entre os complexos PR:ARVLAEAM(substrato) e PR:TKALTEVI(não-
substrato). A transformação virtual do substrato no não-substrato envolve mutar um 
número muito grande de aminoácidos; estes ligandos têm apenas dois aminoácidos 
iguais, sendo os restantes aminoácidos significativamente diferentes quer no tipo de 
átomos quer no tamanho das cadeias laterais. Com efeito, houve imensos problemas 
relacionados com a amostragem e com a convergência sendo necessário muito tempo 
de simulação. O cálculo TI aqui apresentado representava a maior mutação tentada 
com TI até ao ano de 2009. Envolveu um tempo total de simulação perto de meio 
microssegundo (675 ns de simulações de MD). O comportamento das diferentes 
transformações consideradas até ao não-substrato 
1 2 3 4 1 2 3, , , , , ,solv solv solv solv P P PG G G G G G G        e 
4
PG  está representado nas Figura 15 e 
Figura 16, respetivamente. Para testar a dependência dos resultados na direção da 
mutação (histerese), a energia de Gibbs de cada transformação no sentido inverso 
(TKALTEVI em ARVLAEAM) é também representada nestas figuras.  
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Figura 15 – Derivada 



 )(V
(kcal/mol) em função de lambda para cada transformação livre em solução, nos 
sentidos direto e inverso. Estão representadas nos gráficos 
1 2 3 4, , , ,solv solv solv solvG G G G    . 
 
Figura 16 - Derivada 



 )(V
 em função de lambda para cada transformação dentro da Protease, nos sentidos direto 
e inverso.  Estão representadas nos gráficos 
1 2 3 4, , ,P P P PG G G G      
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V

-5,0E+01
0,0E+00
5,0E+01
1,0E+02
1,5E+02
2,0E+02
2,5E+02
3,0E+02
3,5E+02
4,0E+02
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
direto reverso
1
PG

V

-2,7E+03
-2,6E+03
-2,6E+03
-2,5E+03
-2,5E+03
-2,4E+03
-2,4E+03
-2,3E+03
-2,3E+03
-2,2E+03
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
direto
reverso

V

3
PG
-6,0E+02
-5,0E+02
-4,0E+02
-3,0E+02
-2,0E+02
-1,0E+02
0,0E+00
1,0E+02
2,0E+02
3,0E+02
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
direto
reverso
4
PG


V
-1,0E+02
-5,0E+01
0,0E+00
5,0E+01
1,0E+02
1,5E+02
2,0E+02
2,5E+02
3,0E+02
3,5E+02
4,0E+02
4,5E+02
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
direto reverso
1
solvG

V
4,5E+02
4,7E+02
4,9E+02
5,1E+02
5,3E+02
5,5E+02
5,7E+02
5,9E+02
6,1E+02
6,3E+02
6,5E+02
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
direto reverso
2
solvG

V

-2,7E+03
-2,6E+03
-2,6E+03
-2,5E+03
-2,5E+03
-2,4E+03
-2,4E+03
-2,3E+03
-2,3E+03
-2,2E+03
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
direto reverso
3
solvG

V

-8,0E+02
-7,0E+02
-6,0E+02
-5,0E+02
-4,0E+02
-3,0E+02
-2,0E+02
-1,0E+02
0,0E+00
1,0E+02
2,0E+02
3,0E+02
4,0E+02
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
direto
reverso


V
4
solvG
FCUP      153 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
Com simulações de MD por centenas de nanosegundos, suficientes para explorar o 
pequeno espaço rotamérico, convém ressaltar que, se a amostragem conformacional 
ainda estiver incompleta, ela irá beneficiar a ligação ao substrato ao invés da ligação 
ao não-substrato, uma vez que a estrutura de partida é uma estrutura de raio-X da 
enzima com o substrato.  
A energia de Gibbs para mutar ARVLAEAM em TKALTEVI livre em solução, S nS
solvG
 , 
é de -1754,0 kcal/mol, e dentro da Protease, S nS
PG
 , é de -1758,9 kcal/mol. Estes 
valores não são muito informativos por si só, mas a diferença entre eles, -4,9 kcal/mol, 
é a diferença na energia de ligação entre o não-substrato e o substrato. A energia de 
Gibbs em solução para a mesma mutação, calculada com os dados da transformação 
no sentido inverso, é de -1763,9 kcal/mol livre em solução, S nS
solvG
 , e dentro da 
Protease é de -1767,7 kcal/mol, 
S nS
PG
 , consequentemente nSSbindG
 é de -3,8 
kcal/mol. 
Considerando a magnitude das transformações envolvidas foi atingido um excelente 
nível de convergência. Os perfis das energias nos sentidos direto e inverso permitem 
verificar que com simulações próximas do microsegundo é possível obter energias de 
ligação com um erro associado muito pequeno. Não existem valores experimentais 
para as afinidades de ligação e existem alguns problemas que não foram tratados, 
como por exemplo a propagação do erro através das fases (erros aleatórios). Contudo, 
os resultados demonstram inequivocamente que o não-substrato TKALTEVI tem uma 
maior afinidade para a Protease que o substrato ARVLAEAM embora a PR nunca o 
clive. Por conseguinte, a seletividade para o substrato não pode ser baseada na 
afinidade, em termos energéticos, para o centro ativo.  
 
4.3.2. Cálculo de nSSbindG
 com MM-PBSA  
 
Os valores de energia de ligação obtidos com o MM-PBSA foram calibrados pela 
reprodução do valor médio da diferença de energia de ligação obtida com TI. Com TI o 
valor médio obtido, 
nSS
bindG
 , foi -4,4 kcal/mol, com o MM-PBSA ajustou-se a 
constante dielétrica interna para 9,00 e obteve-se o mesmo valor de -4,4 kcal/mol. 
Para se obterem estimativas credíveis da energia de ligação dos complexos, deve ter-
se a certeza que os complexos estão equilibrados. Assim, para aceder à qualidade 
das simulações calculou-se o rmsd, ou seja, o desvio entre cada uma das estruturas 
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da trajetória e a estrutura inicial. A Figura 17 representa graficamente o rmsd em 
função do tempo 
0.00
0.50
1.00
1.50
2.00
2.50
3.00
3.50
4.00
4.50
5.00
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
time / ps 
rm
s
d
 
PR:ARASVLSG
PR:SQVTNSAT
PR:ARVLAEAM
PR:TKALTEVI
 
Figura 17 - rmsd das estruturas da trajetória comparando com a estrutura inicial, para os complexos PR: ARVLAEAM, 
PR:TKALTEVI, PR:DFNLPPVV, PR:YNVLPQGW e PR:REILKEPV. 
 
É possível verificar que nos últimos 20ns, dos 40ns de simulação, todos os complexos 
atingem o equilíbrio e permanecem estáveis. Os valores de rmsd ao longo da 
simulação nunca excedem os 3 Å. A Tabela 15 sumaria os valores da diferença de 
energia de ligação entre os não-substratos estudados e o substrato ARVLAEAM. 
 
Tabela 15 - Valores da diferença de energia de ligação entre os não-substratos estudados e o substrato ARVLAEAM, 
valores em kcal/mol.
π
 
Não-
substrato 
ΔΔEele ΔΔEvdw ΔΔGnonpol ΔΔGsolv S nS
bindG
  δ S nSbindG
  
TKALTEVI -14,8 5,8 -0,2 4,5 -4,4 1,1 
ARASVLSG 3,0 8,3 0,0 -7,6 3,6 1,1 
SQVTNSAT 2,2 -7,2 -0,2 0,3 -4,7 1,1 
π Também apresentadas estão as contribuições individuais para S nS
bindG
 , ou seja, as diferenças de energias de 
Gibbs de interação do soluto eletrostática e de vdW, ΔΔEel e ΔΔEvdw , respetivamente, a diferença de energia de 
solvatação não polar, ΔΔGnonpol, e a soma das diferenças da energia de Gibbs de solvatação polar com não polar, 
ΔΔGsolv. Todos os valores em kcal/mol.  
 
Os resultados obtidos revelam que dois dos três não-substratos da poliproteína Gag-
Pol estudados (TKALTEVI e SQVTNSAT), que não são clivados, têm maior afinidade 
para o centro ativo da Protease do que o substrato usado. O não-substrato 
ARASVLSG apresenta pior afinidade que o substrato usado, isto é, 
nSS
bindG
 positivo.  
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Em resumo, a PR apresenta-se como altamente específica, clivando apenas um 
conjunto muito específico de sequências de aminoácidos, por outro lado, os substratos 
apresentam pouca identidade nas suas sequências, pouca semelhança 
morfológica/eletrostática e foi aqui provado que sequências da poliproteína PR160Gag-
Pol que não são clivadas têm maior afinidade para a PR do HIV-1 que o substrato 
ARVLAEAM. Isto significa que a especificidade da PR do HIV-1 não é exclusivamente 
determinada pela capacidade do substrato para se ligar à enzima, isto é, o 
reconhecimento não é baseado no centro ativo em termos energéticos apenas.  
 
4.3.3. Discussão  
 
A proposta de que a especificidade da Protease é determinada pela capacidade que 
as cadeias laterais dos aminoácidos têm para se ligar em oito sítios dentro do centro 
ativo da enzima11 está, no mínimo, incompleta. A PR liga-se a uma grande variedade 
de péptidos e vários estudos têm mostrado que: I) diferentes resíduos se podem ligar 
a cada um dos subsítios da Protease207; II) individualmente, os diferentes subsítios da 
PR são capazes de atuar independentemente no reconhecimento de aminoácidos na 
posição do substrato correspondente11, III) nos substratos naturais, aminoácidos com 
diferentes propriedades e tamanho das cadeias laterais podem ocupar a mesma 
posição no centro ativo da PR207. Posto isto, estão ainda por esclarecer os princípios e 
os parâmetros físicos que determinam a especificidade da PR. Não existem regras 
que possam explicar a especificidade da PR baseadas apenas nas interações do 
substrato dentro do centro ativo da PR, porque, com este trabalho, provou-se que 
muitos não-substratos podem estabelecer interações mais fortes do que os próprios 
substratos.11 Não restam dúvidas que a conformação da poliproteína é muito 
importante no reconhecimento. Artigos experimentais exploram superficialmente este 
fato e mostram que a clivagem pela PR do HIV-1 é dependente da forma como a 
proteína está enrolada.208 Num artigo experimental foi identificado um local não 
exposto que só é clivado se a poliproteína estiver enrolada de determinada forma. O 
local não exposto foi identificado apenas em mutantes desestabilizados pela inserção 
de péptidos. A inserção de aminoácidos teve como consequência uma nova 
conformação da poliproteína combinando exposição e atividade que permitiram 
interação com a PR. 208  
Os argumentos mencionados anteriormente em conjunto com estes resultados 
mostram claramente que o modelo da chave-fechadura é inapropriado para descrever 
o reconhecimento do substrato. Os resultados teóricos indicam que o modelo de 
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ligação induzida também não pode ser invocado, uma vez que muitos não-substratos 
se podem ligar ao centro ativo com afinidade superior, apesar de terem sido 
modelados dentro do centro ativo partindo de uma estrutura de raios-X onde é o 
substrato que está ligado. Deve dar-se ênfase ao fato de que se a amostragem do 
espaço conformacional tiver sido incompleta, em termos de afinidade este fato 
beneficia a ligação do substrato e não a do não-substrato, uma vez que a estrutura de 
partida é uma estrutura de raios-X do complexo PR:ARVLAEAM.  
 
Baseados em todas estas observações, propõe-se uma nova e consistente hipótese 
para explicar o reconhecimento do substrato pela PR do HIV-1. A Protease apenas 
cliva substratos que estão suficientemente expostos num dado momento, ou seja, 
muitos não-substratos não são clivados apesar de terem maior afinidade porque ficam 
enterrados dentro da poliproteína e fisicamente escondidos da PR. Dentro dos que 
estão expostos a escolha do local de clivagem é ditada pela geometria do complexo 
multiproteico PR:Gag e PR:Gag-Pol que dita quais os resíduos que estão acessíveis 
ao centro ativo. 
 
Assim sendo, mais importante que a afinidade do péptido é a geometria do complexo 
formado entre a PR do HIV-1 e os sucessivos fragmentos de poliproteína. É sabido 
que muitas associações proteína-proteína ocorrem apenas numa posição específica 
permitindo o encaixe; deste modo a acessibilidade do centro ativo da PR para a 
poliproteína será altamente dependente da geometria de complexação proteína-
proteína. De fato, este será o único mecanismo de seleção viável para uma enzima 
seletiva exibir um comportamento confuso ao nível do centro ativo. Isto explica o fato 
da clivagem da poliproteína Gag-Pol ocorrer, sequencialmente e com elevada 
afinidade, em zonas de clivagem aparentemente não relacionadas.  
A estrutura tridimensional da poliproteína é desconhecida mas parece lógico que, 
quando o primeiro substrato é clivado, ocorra um rearranjo conformacional ou, pelo 
menos, uma nova região da poliproteína fique acessível à PR. Consequentemente, o 
novo complexo PR:poliproteína promove a clivagem do segundo substrato e assim 
sucessivamente.  
Também relevante é o fato de que alterações no centro ativo da PR permitam que o 
vírus escape à inibição de compostos antivirais mantendo os pontos de clivagem 
necessários para produzir proteínas maduras.209 Novamente, a nossa proposta está de 
acordo com este fato. Independentemente do substrato ter mais ou menos afinidade, 
os mesmos substratos são clivados pela mesma ordem, isto é, na ordem em que os 
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complexos multiproteicos PR:Gag e PR:Gag-Pol os colocam suficientemente expostos 
para a PR se ligar e os clivar.  
A observação experimental dos vários complexos PR:Gag e PR:Gag-Pol é uma tarefa 
assustadora. Até à data, nem as poliproteínas precursoras na sua totalidade se 
encontram cristalizadas. No entanto, a quantidade de provas aqui reunidas parece ser 
suficiente para mostrar que o reconhecimento não é baseado na afinidade para o 
centro ativo e para prever que o reconhecimento é baseado na interface multiproteica. 
As presentes descobertas indicam que as interfaces PR:Gag e PR:Gag-Pol são alvos 
a explorar na terapia antiHIV-1. São também indicadores para a descoberta e 
desenvolvimento de uma nova classe de fármacos antiHIV-1, ou seja, moléculas que 
se liguem aos locais de reconhecimento do complexo multiproteico. 
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Capítulo 5 
Estudos com a 
RNR 
“Le mystère, ce n`est pas un mur 
ou l`intelligence se brise, c`est 
un ocean où l`intelligence se 
perd.” 
            …...      Gustave Thibon  
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5.1. Introdução 
 
A RNR é a enzima chave na biossíntese de desoxirribonucleótidos. Este fato, torna a 
enzima num alvo óptimo para o tratamento de várias doenças como, por exemplo o 
cancro, dado que a sua inibição poderá induzir facilmente a morte celular. A utilização 
de análogos do substrato é uma das estratégias para a inativação da RNR. Neste 
capítulo V é feita uma análise crítica dos mecanismos de inibição da RNR por 
análogos do substrato e é desvendado o mecanismo de inibição da RNR pelo análogo 
do substrato 2'-desoxi-2'-metilideno-nucleósido-5’-difosfato (CH2dNDP). A análise 
crítica aqui apresentada para além de servir de alicerce para o mecanismo 
desvendado, contribuirá para encontrar formas novas e mais eficazes de inibir a RNR. 
Estudos experimentais indicam que algumas propriedades da inativação da RNR pelo 
2’-metilideno-ribonucleósido-5’-difosfato são diferentes das observadas noutros 
mecanismos de inibição por análogos do substrato, substituídos na posição 2' da 
ribose. Para descobrir o mecanismo de inativação da RNR pelo 2'-desoxi-2'-
metilidenocitidina-5'-difosfato (CH2dCDP) foi explorada a superfície de energia 
potencial usando dois modelos diferentes do sistema em estudo com diferentes 
objetivos. Para explorar convenientemente o espaço reaccional, ou seja, para estudar 
as possíveis reações entre o CH2dCDP e a RNR foi usado um modelo pequeno, que 
representa o centro ativo da RNR e o inibidor CH2dCDP, com DFT. Para fornecer 
informações adicionais e contabilizar de forma eficiente as interações de longo alcance 
RNR-CH2dCDP e a tensão estereoquímica imposta pela proteína foram realizados 
cálculos teóricos nas reações usando cálculos híbridos QM/MM num modelo maior. 
Foi usada mecânica quântica para a região do centro ativo (CH2dCDP e resíduos do 
centro ativo) e mecânica molecular (MM) para os restantes resíduos (6373 átomos da 
proteína R1). Os resultados obtidos permitiram-nos compreender o mecanismo para a 
inativação da RNR pelo CH2dCDP e a espécie de furanona formada explica as 
desigualdades observadas relativamente a outros mecanismos de inibição por 
análogos do substrato.  
 
5.1.1. Enzima Redutase Ribonucleótida (RNR) 
 
Atualmente, à exceção dos viróides e virusóides, todos os organismos têm a sua 
informação genética codificada em moléculas de ácido desoxirribonucleico (DNA). A 
exploração e manutenção da informação genética, através da replicação e reparação 
do DNA, depende da disponibilidade de desoxirribonucleótidos. Estes compostos não 
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podem ser obtidos por fontes externas e os organismos só podem sintetizá-los através 
da conversão de ribonucleótidos em desoxirribonucleótidos. Esta reação é 
estritamente conservada em todos os organismos vivos e é catalisada pela RNR. Este 
fato faz da RNR o passo limitante na replicação e reparação do DNA, tornando-a num 
alvo biológico óptimo para terapias antitumorais, antivirais e antibacterianas.210-217 
A RNR é uma enzima radicalar responsável pela redução dos ribonucleósidos-5’-
difosfato nos correspondentes 2’-desoxirribonucleósidos-5’-difosfato (Esquema 1). A 
redução realiza-se no citoplasma das células, sendodependente da presença de 
espécies redutoras como, por exemplo, a tiorredoxina ou glutarredoxina. A função das 
espécies redutoras é de reduzir um par de cisteínas situadas no centro ativo da RNR 
que, durante o mecanismo de redução dos ribonucleótidos, formam uma ponte 
dissulfureto.  
 
 
 
Esquema 1 - Redução dos  ribonucleósidos-5’-difosfato nos correspondentes 2’-desoxirribonucleósidos-5’-difosfato 
efectuada pela RNR. 
 
Ao contrário do que acontece com outras enzimas envolvidas no metabolismo celular, 
a RNR não permaneceu conservada ao longo do tempo, tendo sido identificadas 
diferentes espécies desta enzima que se acredita terem divergido de um ancestral 
comum.218 Todas as RNR são enzimas radicalares219, 220, com mecanismos radicalares 
para a redução dos ribonucleótidos semelhantes, no entanto diferem na forma como o 
radical é gerado. As RNR são divididas em três classes principais, tendo em conta o 
tipo de co-fator metálico utilizado para a produção do radical necessário para iniciar o 
processo de redução221. As RNR da classe I são as melhores caracterizadas, 
especialmente as da classe Ia que podem ser encontradas em mamíferos, plantas e 
alguns procariontes, como a Escherichia coli222. A RNR da Escherichia coli tem muitas 
semelhanças com a RNR dos mamíferos, e por isto, tem sido a mais usada em 
estudos teóricos e experimentais. Neste capítulo V sempre que a RNR for mencionada 
é à classe Ia que nos referimos.  
A atividade enzimática da RNR é dependente da formação de um complexo entre dois 
homodímeros, R1 e R2222-224. As estruturas de raio-X de cada um dos homodímeros já 
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foram determinadas.219, 225-228 O complexo formado pelos dois homodímeros foi 
previsto teoricamente pelo nosso grupo de investigação e será publicado brevemente, 
Figura 18. O homodímero R1, (com 761 resíduos por monómero e cada monómero 
comummente designado por proteína R1), controla a atividade da enzima. Cada 
monómero R1 tem um centro ativo, (cavidade aberta localizada no centro do 
monómero), e três centros alostéricos independentes.229, 230 Os resíduos envolvidos na 
redução dos ribonucleótidos consistem em três resíduos de cisteína, Cys225, Cys439 
(que alberga o radical) e Cys462, um glutamato, o Glu441, e uma asparagina Asn437. 
Figura 18. O homodímero R2, (com 375 resíduos por monómero e cada monómero 
comummente designado por proteína R2), contém o radical tirosilo, necessário para 
iniciar o processo de redução. O radical é estabilizado pelo complexo metálico 
resultante [Fe(III)] e por um resíduo de tirosina Tir122.231, 232  
 
 
Figura 18 – Representação esquemática de uma RNR ativa (dois monómeros R1, a laranja, e dois monómeros R2, a 
verde).  À esquerda o centro ativo de um monómero R1 evidenciando os principais resíduos catalíticos. 
 
O processo de redução apenas pode ocorrer quando o radical migra da proteína R2 
para a proteína R1 ficando alojado na Cys439. Como a Tir122 se encontra a 
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aproximadamente 35 Å do centro ativo pensa-se que a sua transferência ocorra por 
uma rede de aminoácidos conservados que se encontram ligados entre si por pontes 
de hidrogénio.233-239 O modo como esta transferência é assegurada, é um dos grandes 
enigmas da RNR. 
 
5.1.2. Mecanismo catalítico da RNR 
  
Muitos investigadores ao longo dos anos têm estudado o mecanismo pelo qual a RNR 
converte os ribonucleósidos-5´-difosfato (NDPs) nos correspondentes 2’-
desoxirribonucleósidos-5’-difosfato (dNDPs). 210, 240-245 O mecanismo de conversão 
atualmente aceite está representado no Esquema 2.245  
 
 
Esquema 2 - Mecanismo de redução dos ribonucleósidos-5´-difosfato nos correspondentes 2´-desoxirribonucleósidos-
5´-difosfato. 
 
O primeiro passo envolve remoção de um hidrogénio do carbono C3’ do substrato, 
pelo enxofre da Cysteína radicalar, Cys439. Posteriormente, a reação envolve a 
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eliminação de uma molécula de água a partir do C3’, catalisada pela Cys225 e Glu441. 
Na etapa seguinte, há a transferência de um hidrogénio da Cys462 para a Cys225 e 
consequentemente uma transferência de um átomo de hidrogénio da Cys225 para o 
C2’ do substrato. Assim, são formados, uma cetona intermediária, intermediário 5 do 
Esquema 2, e uma ponte dissulfureto radicalar aniónica. De seguida o protão acidico 
do Glu441 é transferido para o oxigénio ligado ao C3’ do substrato ao mesmo tempo 
que ocorre passagem do radical para o C3’. O último passo é o inverso do primeiro e 
envolve uma transferência de hidrogénio a partir da Cys439 para C3’, regenerando o 
radical e originando o produto final. No final da reação, forma-se o 
desoxirribonucleótido que se dissocia do centro ativo e a enzima fica livre para uma 
nova redução assim que a ponte dissulfureto seja reduzida.  
 
5.1.3. Inibidores da RNR 
 
Há uma grande variedade de inibidores da RNR e esta enzima pode ser inibida de 
diversas formas(Tabela 16). Os inibidores podem ser divididos em dois grupos de 
acordo com o seu modo de atuação: os que bloqueiam a formação da enzima e os 
que impedem o correto funcionamento da enzima ativa. O primeiro grupo inclui todos 
os inibidores que impedem a formação de uma RNR ativa, tais como os inibidores de 
tradução, (concebidos para interromper um evento biológico, como a tradução, 
transcrição ou splicing) e os inibidores de dimerização (concebidos para evitar a 
complexação dos homodímeros que é crucial para a atividade da enzima). O segundo 
grupo de inibidores refere-se a todos os compostos que param ou prejudicam a função 
de uma RNR ativa. Neste grupo, podemos encontrar: i) inibidores específicos de 
ligação à R1, que competem com os substratos naturais e induzem o colapso da 
enzima (como é o caso dos inibidores alostéricos e dos análogos de substrato) e ii) 
inibidores específicos de ligação à R2, que se ligam diretamente à proteína R2 e 
destroem os radicais tirosilo essenciais, os removedores de radicais, ou os que 
quelatam o ferro do aglomerado binuclear impedindo assim a formação do radical que 
é essencial para a atividade da enzima, os quelantes de ferro.  
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Tabela 16 - Classificação dos Inibidores da RNR baseada no tipo de inibição 
Inibidores RNR 
Impedem a formação de uma RNR 
ativa 
Inibem a RNR ativa 
Inibidores de Tradução 
Inibidores específicos da proteína 
R2 
Removedores de Radicais 
Quelantes de Ferro 
Inibidores de Dimerização 
Inibidores específicos da proteína 
R1 
Inibidores Alostericos 
Análogos do substrato 
5.1.3.1. Análogos do substrato  
 
De todos os inibidores atrás descritos, os análogos do substrato são os mais atraentes 
devido ao seu modo de ação camuflada. A maioria destes compostos difere do 
substrato natural apenas no carbono C2' e/ou C3' do anel de ribose,246-249 (Tabela 17) 
o que lhes permite entrar nas células, como fármacos inativos, seguindo o caminho do 
nucleósido natural e sendo ativados no interior das células. Esta caraterística promove 
o processo de difusão e de penetração nas membranas, o que potencia o processo de 
distribuição do fármaco e, simultaneamente, potencializa o seu efeito citotóxico. Uma 
vez ativados, estes compostos são reconhecidos pela RNR como substratos normais, 
resultando na formação de produtos anormais, no centro ativo, que irão promover a 
inativação da enzima.  
 
Tabela 17 - Inibidores da RNR análogos do substrato 
 
À direita a estrutura dos inibidores da RNR análogos do substrato. À esquerda o nome abreviado e os respetivos 
átomos/grupos substituintes das posições R
1
, R
2
, R
3
 e R
4
. 
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De um modo geral, os mecanismos de inibição destes compostos são semelhantes ao 
mecanismo catalítico, até determinado ponto, a partir do qual divergem e inibem a 
enzima. A inibição pode ocorrer por 3 vias: 
1. por formação de um composto que abandona o centro ativo e que, posteriormente, 
se liga covalentemente à proteína R1 e a inativa,  
2. por ligação covalente do substrato a algum resíduo do centro ativo, inativando a 
proteína R1, 
3. impedindo a regeneração do radical tirosilo inibindo assim a proteína R2.   
 
5.1.3.2. 2’-cloro-ribonucleósido-5’-difosfato (CldNDP) 
 
Este composto foi sintetizado por Hobbs em 1972. Resulta da substituição de um 
grupo hidroxilo na posição 2´ da D-ribose por um átomo de cloro. Observou-se que o 
raio covalente do cloreto (r0Cl=0,99Å) deveria aproximar-se do volume espacial do 
grupo hidroxilo (r0O=0,74Å e R
0
H = 0,28Å) e, portanto, seria um bom substituinte.
250 Os 
primeiros testes in vitro demonstraram que estes compostos inativavam a RNR 251 
mas,  no entanto, os resultados in vivo foram decepcionantes.  
Estudos experimentais revelaram que o CldNDP gera uma cetona intermediária que se 
liberta do centro ativo da RNR e, em solução, origina um derivado furanona 252-254. Este 
derivado de furanona liga-se covalentemente à proteína R1 da RNR, a um resíduo de 
lisina, formando um cromóforo com uma banda de absorção caraterística UV-visível a 
320nm 255, 256. Embora, o CldNDP tenha mostrado bons resultados em estudos in vitro, 
verificou-se que a inibição é impedida pela presença de redutores que são capazes de 
interceptar os derivados furanona257, 258. Foram realizados estudos teóricos da 
interação do CldNDP com os resíduos principais do centro ativo da RNR259 e o 
mecanismo catalítico na ausência de redutores é apresentado no Esquema 3. À 
semelhança do que acontece com o substrato natural é a Cys439 que inicia o 
mecanismo de inibição. No final da reação, o radical é regenerado e a inativação é 
alcançada devido a uma ligação covalente entre um resíduo da proteína R1, (lisina) e 
um metileno-3(2H)-furanona. Esquema 3. 
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Esquema 3 - Mecanismo de inibição da RNR pelos análogos do substrato halogenados, CldNDP e FdNDP. (R=Cl ou F) 
 
 
5.1.3.3. 2’-fluor-ribonucleósido-5’-difosfato (FdNDP) 
 
Estes compostos, estudados em 1980260, resultam da substituição de um grupo 
hidroxilo na posição 2´ da D-ribose por um átomo de flúor. Estes compostos inibem a 
R1 da RNR, produzindo um intermediário de cetona, que se liberta do centro ativo e, 
em solução, origina um derivado de furanona que se vai ligar covalentemente à R1 
formando um cromóforo com uma banda de absorção caraterística a 320nm. A 
inibição só ocorre na ausência de redutores, o que explica a baixa eficácia in vivo. 
Este composto é em tudo semelhante ao CldNDP, a única diferença entre os seus 
mecanismos catalíticos é o grupo emigrante da posição 2’ (Esquema 3). Como no 
caso do CldNDP a inativação é conseguida porque uma metileno-3(2H)-furanona se 
liga à proteína R1.259 
 
5.1.3.4.  2’,2’-diflúor-ribonucleósido-5’-difosfato (F2dNDP) 
 
Os resultados encorajadores obtidos in vitro com o composto FdNDP permitiram 
especular que um inibidor melhor teria, em vez de um, dois átomos de flúor ligados ao 
carbono 2’ da ribose. 2’,2’-difluordesoxicitidina (gemcitabine) foi sintetizado em 1982 e, 
pouco tempo, depois foi descoberto que tinha uma excelente atividade antineoplásica 
contra vários tipos de tumores sólidos e leucemia. 261, 262 Este composto demonstra ter 
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um mecanismo de ação único e eficaz que impede o crescimento de vários tipos de 
tumores. A gemcitabine tem como principal mecanismo de ação a inibição do DNA, 
mas também tem atividade como inibidor da RNR. 263, 264  
Alguns estudos experimentais permitiram observar que a presença ou ausência de 
redutores, no meio, altera a subunidade da RNR atingida. A ausência de espécies 
redutoras leva à completa perda do radical tirosilo na proteína R2. A presença de 
espécies redutoras impede a perda do radical tirosilo e resulta na inibição da R1 por 
modificação covalente. Experimentalmente, é proposto que a inativação seja distinta 
da maioria dos análogos do substrato substituídos na posição 2’, envolvendo espécies 
reativas que são geradas dentro do centro ativo e que nunca o deixam, apesar de 
estarem disponíveis espécies redutoras. Isto é suportado pelo fato de não se observar 
formação de cromóforo em solução. A ligação, dentro do centro ativo, também é 
sugerida porque, em solução, são detetados citosina e flúor mas não são detetados 
fosfatos ou derivados de açúcar. Estudos teóricos têm sido feitos para compreender a 
interação do F2dNDP com a RNR, na presença e ausência de redutores.
265, 266 Os 
mecanismos de inibição têm percursos semelhantes, numa fase inicial, mas divergem 
após a formação do radical cetodesoxirribonucleótido. Na ausência de espécies 
redutoras foi proposto que o produto da inibição teria o radical no carbono 4’ e dois 
hidrogénios estariam ligados ao C5’, (composto 10  Esquema 4), semelhante ao que 
foi detetado experimentalmente com uma variante da RNR. 240, 243 Na presença de 
espécies redutoras a Cys225 é responsável pela ligação covalente do inibidor dentro 
do centro ativo.  
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 Esquema 4 - Mecanismo de inibição da RNR pelo F2dNDP 
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5.1.3.4. 2’-azido-ribonucleósido-5’-difosfato (N3dNDP) 
 
Os compostos 2`-azido-2`-desoxirribonucleosido-5`-difosfato267, 268 (N3dNDPs) foram 
apresentados como potentes inibidores da RNR em 1976. Estes compostos inibem 
ambas as proteínas R1 e R2. A R1 é inibida pela furanona e a R2 é inibida quando o 
radical fica alojado no azoto ligado a Cys225 do centro ativo, impedindo a regeneração 
do radical tirosilo269. Na presença de espécies redutoras o derivado de furanona é 
interceptado, no entanto, a R2 continua a ser inibida. Um estudo teórico foi feito para 
explorar os caminhos de inibição possíveis para este composto, sendo o caminho mais 
favorável o apresentado no Esquema 5. O radical identificado e o caminho proposto 
foram mais tarde confirmados experimentalmente 270. 
 
 
Esquema 5 - Mecanismo de inibição da RNR pelo N3dNDP. 
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5.1.3.6. (E)-2’-desoxi-2’,2’-fluormetileno-nucleósido-5`-difosfato 
(CHFdNDP) 
 
(E)- e (Z)-2’-desoxi-2’-fluormetilenocitidinas (CHFdCs) foram desenhados como 
inibidores da RNR baseados no seu mecanismo. Foi previsto que estes compostos 
seriam transformados por quinases nos correspondentes derivados difosfato e 
poderiam inativar a RNR271. Este inibidor, ao contrário do que acontece com a 
gemcitabine, tem como principal mecanismo de ação a inibição da RNR. (E)-2’-desoxi-
2’,2’-fluormetilenocitidina 272, também conhecido por tezacitabine tem atividade contra 
a leucemia e tumores sólidos 273, 274. O composto CHFdNDP inibe ambas as proteínas 
da RNR, destruindo o radical tirosilo na R2, e ligando-se covalentemente à R1. 
Estudos experimentais determinaram que a perda do radical tirosilo é acompanhada 
pela formação de um radical no inibidor215, 275, 276 e sugeriram, também, que este 
processo envolve a adição do inibidor a um resíduo do centro ativo (provavelmente 
Glu441), o que leva à formação de um cromóforo com uma absorvância caraterística a 
334nm277. A presença de redutores não protege a enzima da inibição, apenas previne 
a formação do cromóforo. Um estudo teórico da interação do CHFdNDP com o centro 
ativo da RNR foi realizado em 2002278 e, nesse estudo, chegaram a dois mecanismos 
relevantes diferentes, A e B ( Esquema 6). O mecanismo A explica os resultados 
experimentais mas não é termodinamica e cinéticamente favorável. O mecanismo B é 
cinética e termodinamicamente favorável mas não explica o cromóforo. 
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 Esquema 6 - Mecanismo de inibição da RNR pelo CHFdNDP. 
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5.1.3.7. 2’-desoxi-2’-mercapto-nucleósido-5’-difosfato (SHdNDP) 
 
A fim de inibir a RNR, foram preparados derivados de tiol que pudessem interagir com 
as cisteínas no centro ativo.279 2’-desoxi-2’-mercaptouridina (SHdU) foi sintetizada em 
1975 e o respetivo difosfato é um inibidor eficiente da RNR.251 Experimentalmente 
verifica-se que, na presença de oxigénio, há uma inativação irreversível da proteína 
R2 e, concomitantemente, há a formação do radical pertiilo (RSS) 280 e, na ausência 
de oxigénio, não há inibição. Prevê-se que este radical esteja localizado na Cys225 da 
proteína R1. O radical pertiilo não leva à inibição da R1, sugerindo que, na presença 
de redutores, as cisteínas do centro ativo podem ser regeneradas como acontece com 
o substrato natural. O mecanismo de inibição da RNR pelo SHdUDP foi objeto de 
estudo teórico281, tendo permitido clarificar e aperfeiçoar a proposta experimental do 
mecanismo de inibição na presença de oxigénio, confirmar a estrutura do radical 
pertiilo e propor o mecanismo na ausência de oxigénio ( Esquema 7). 
 
 Esquema 7 - Mecanismo de inibição da RNR pelo SHdNDP 
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5.1.3.8. 2'-desoxi-2'-metilideno-nucleósido-5’-difosfato 
(CH2dNDP) 
 
A adição de um grupo metileno no carbono C2' do anel de ribose promove a formação 
de um sistema álcool alílico, em conjunto com um grupo álcool secundário localizado 
no carbono C3' do anel de ribose, similarmente ao que é encontrado em vários 
antibióticos nucleosídeos.282 
O composto 2'-desoxi-2'-metilideno-nucleósido (CH2dN) foi sintetizado por Takenuki et 
al.282 e é um análogo de desoxicitidina com semelhança estrutural ao ara-C e ao 
F2dCDP (Tabela 17). Em 2000, Masuda et al. demonstraram que este composto tem 
atividade antitumoral283 evidente, sendo capaz de inativar a RNR e interagir com 
outras enzimas que metabolizam ribonucleótidos.246, 247  
Estudos experimentais têm demonstrado que a inativação é iniciada pela clivagem da 
ligação carbono C3'-H, dando origem a um 3’-ceto-2’-metildesoxirribonucleotído como 
produto final.247 A proposta experimental para este mecanismo é descrita no Esquema 
8. 
 
 
Esquema 8 - Proposta experimental do mecanismo de inibição da RNR pelo 2’-metilideno-ribonucleósido-5’-difosfato. 
 
A formação do derivado de furanona ocorre em solução ligando-se, 
subsequentemente, à proteína R1 e inibindo a enzima na ausência de espécies 
redutoras. O processo de inibição é detetado experimentalmente por um rápido 
aumento da absorvância a 326nm e a taxa de aparecimento desta banda é 
semelhante à da taxa de inativação. No entanto, esta banda de absorção desaparece 
rapidamente e uma nova banda de absorção é detetada a 366nm com um coeficiente 
de extinção substancialmente diminuído. A libertação da citosina e a proteção contra a 
FCUP      176 
                                                           Estudos de Inibição Enzimática    
  Marta Perez Gomes  
inativação da enzima, por espécies redutoras, são muito semelhantes aos resultados 
observados para um grande número de análogos do substrato. No entanto, a taxa de 
aumento da absorvância a 326nm e a subsequente diminuição são consideravelmente 
diferentes de qualquer dos compostos anteriormente estudados.211, 247 A taxa de 
inativação por 2'-halo-2'-desoxinucleósido-5'-difosfato é rápida sob condições idênticas 
e a alteração na absorvância na proteína, a 320nm, é muito lenta. Estes resultados 
foram interpretados como indicando inativação rápida por um ataque nucleofílico de 
um grupo da enzima no metileno exocíclico mais reativo de 2-metileno-3(2H)-
furanona.247 (Esquema 9). O aumento da absorvância a 320nm resulta de um ataque 
subsequente de um resíduo de lisina no C1', levando a uma α,β-enamina insaturada 
(Esquema 9). A cinética da formação e do decaimento observado na inibição pelo 
CH2dCDP ainda não foi desvendado. 
 
 
Esquema 9 - Inativação da RNR por 2'-halo-2'-desoxinucleósido-5'-difosfato: α,β-enamina insaturada 
 
5.1.3.9. Análise crítica dos mecanismos de inibição da RNR por 
análogos do substrato.  
 
Até este ponto foram apresentados, individualmente e de uma forma muito sintetizada, 
os mecanismos de inibição da RNR por análogos do substrato. Neste ponto é feita 
uma análise crítica global dos mecanismos.  
Tendo em conta a complexidade do percurso, desde que um nucleósido é 
administrado até chegar à enzima alvo, muitos análogos do substrato com 
propriedades que aparentemente vão inibir a RNR não chegam à enzima RNR. Há 
também muitos análogos do substrato que são antitumorais mas não inibem a RNR, 
como é o caso do inibidor Ara-C284. No entanto, outros análogos do substrato, para 
além de inibirem a RNR, são também capazes de intercalar na molécula de DNA 
impedindo a sua replicação, reparação e transcrição, como é o caso do F2dN 
263, 264. 
Na realidade, nos análogos do substrato, diferentes bases azotadas, diferentes grupos 
nas posições 2’ e 3’ da ribose com diferentes propriedades físico-químicas, originam 
atividades biológicas diferentes.  
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Após análise das particularidades dos mecanismos de cada inibidor, propõe-se um 
esquema geral (Esquema 10) que resume os mecanismos do substrato e dos 
análogos do substrato (CldNDP259, FdNDP259, N3dNDP
285, F2dNDP
265, 266, 
CHFdNDP278, CH2dNDP
17 e SHdNDP281).  
Para todos os inibidores, os primeiros passos são muito semelhantes aos do substrato 
natural, com exceção do CHFdNDP e do SHdNDP na presença de O2. O primeiro 
passo envolve a remoção do hidrogénio ligado ao carbono C3' do anel da ribose pela 
Cys439 radicalar. Subsequentemente, um protão é transferido do grupo OH3' para o 
Glu441 e o substituinte ligado ao carbono C2' do anel da ribose dissocia-se (assistido 
pela Cys225) e fica alojado no centro ativo, estabilizado por um rede de ligações de 
hidrogénio para as quais a Asn437 é essencial. A ordem pela qual estas reações 
ocorrem pode ser diferente, como foi observado com o análogo do substrato N3dNDP, 
mas o mecanismo é semelhante. No substrato natural, uma molécula de água é 
libertada após a transferência do protão da Cys225 para o grupo hidroxilo ligado ao 
carbono C2' do substrato. Nos inibidores, o curso da reação é alterado após este 
passo e conduz à inibição da enzima.  
No caso dos inibidores FdNDP, CldNDP e SHdNDP, na ausência de oxigénio, os 
aniões  fluoreto, cloreto e tiolato dissociam-se após o segundo passo e ficam alojados 
na região do centro ativo e, à semelhança do substrato natural, o passo seguinte 
envolve a formação de um cetodesoxirribonucleótido. No entanto, no substrato natural, 
a formação do cetodesoxirribonucleótido é acompanhada da migração de um átomo 
de hidrogénio da Cys225 para o carbono C2' do anel da ribose (após protonação da 
Cys225 pela Cys462), ficando o radical preso numa ponte dissulfureto radicalar 
aniónica estável; por outro lado, nestes inibidores, a formação do 
cetodesoxirribonucleótido é catalisada pela Cys439, ficando o radical alojado na 
Cys439. Esta pequena diferença tem um efeito profundo na atividade da enzima. No 
substrato natural, a enzima permanece ativa e a reação prossegue até a formação do 
desoxirribonucleótido. Nestes inibidores, o cetodesoxirribonucleótido dissocia-se do 
centro ativo e, em solução, perde a base e os pirofasfatos dando origem a um 
derivado de furanona. Se não estiverem disponíveis redutores, este composto interage 
com a proteína R1 e inativa a enzima. Este complexo é detetado experimentalmente 
pela formação de uma banda de absorção caraterística a 320nm. A proteína R2 não é 
inibida, porque o radical fica alojado na Cys439 e, portanto, é regenerada. 
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Esquema 10 - Sinopse dos mecanismos inibitórios analisados promovidos pela FdNDP, CldNDP, SHdNDP, F2dNDP, 
N3dNDP, CH2dNDP e CHFdNDP. 
 
Muitas reflexões têm sido feitas acerca do motivo pelo qual o 
cetodesoxirribonucleótido se dissocia do centro ativo no caso dos FdNDP, CldNDP e 
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SHdNDP, na ausência de oxigénio, não se dissociando no caso do substrato natural. 
Os resíduos Asn437 e Cys225 estão envolvidos na dissociação.  
Kasrayan et al. mostraram que, quando a Asn437 é mutada por um ácido aspártico, 
(Q437) não se obtêm desoxirribonucleótidos no final do processo de redução.286 Em 
vez disso, um cromóforo é detetado por espetroscopia de UV-visível, o que indica que 
um intermediário se dissocia do centro ativo prejudicando o curso da reação. Também 
é sugerido que o grupo hidroxilo ligado ao carbono C2’ do substrato se dissocia, sob a 
forma de uma molécula de água, e um cetodesoxirribonucleótido deverá estar 
presente no centro ativo antes da formação do derivado de furanona. Esta sequência 
de reações é muito semelhante ao que é observado com FdNDP, CldNDP e SHdNDP, 
na ausência de oxigénio. Duas razões poderão ser propostas para este 
comportamento: i) a molécula de água não se pode dissociar para o solvente e fica 
presa no Q437, impedindo assim a aproximação da Cys225 ao anel de ribose, ou ii) a 
molécula de água dissocia-se para o solvente, mas o Q437 interage com a Cys225 e 
bloqueia o acesso ao carbono C2' do substrato. 
No caso dos FdNDP, CldNDP e SHdNDP na ausência de oxigénio propõe-se que os 
grupos F-, Cl-e SH –, quando se dissociam do anel de ribose, ficam estabilizados pela 
rede de ligações de hidrogénio promovidas pelos resíduos Asn437 e Cys225.287 Este 
comportamento é reforçado pela natureza eletronegativa dos substituintes, que 
impede o acesso da Cys225 ao anel de ribose. Assim, apenas a Cys439 está 
disponível para efetuar a transferência do átomo de hidrogénio para o carbono C2' do 
anel de ribose. Uma vez que o radical na proteína R2 é regenerado e os aniões se 
dissociam para a solução, a carga em torno do centro ativo sofre um decréscimo, 
potenciando a dissociação do cetodesoxirribonucleótido. 
Prevê-se que o análogo de nucleósido CH2dNDP tenha um mecanismo de inibição 
semelhante aos inibidores descritos anteriormente e, na realidade, confirmar-se-á isto 
nos resultados deste capítulo. A formação de um cromóforo com uma banda de 
absorção caraterística é também detetada experimentalmente, mas a 326nm, e, tal 
como os inibidores anteriores, a proteína R1 apenas é inibida se, em solução, não 
estiverem disponíveis redutores. Não é observado decaimento do radical tirosilo e, por 
isso, considera-se que a proteína R2 não é inibida. As diferenças entre este inibidor e 
os atrás mencionados são as seguintes: i) o derivado furanona tem um grupo metilo 
ligado ao carbono C2 'do anel de ribose em vez de um átomo de hidrogénio e ii) a 
banda de absorção caraterística a 326nm desaparece após um curto período de 
tempo e uma nova banda é detetada a 366nm. Esta banda nunca foi observada com 
qualquer outro análogo de nucleósido e é caraterística deste inibidor. 
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Noutros análogos do substrato, para além de se detetar experimentalmente um 
cromóforo, a regeneração do radical tirosilo é impedida e a proteína R2 é inibida. Isto 
melhora o potencial inibitório, uma vez que, mesmo na presença de espécies 
redutoras, que armadilham o derivado de furanona e impedem a inativação da 
proteína R1, a enzima ainda pode ser eficientemente inativada. Isto é muito importante 
em situações in vivo, onde as espécies redutoras estão habitualmente presentes.  
Os mecanismos de inibição do N3dNDP e CHFdNDP encaixam-se perfeitamente nesta 
descrição. O N3dNDP é um análogo do substrato com um grupo azida ligado ao 
carbono C2' do anel da ribose. A inibição da RNR é conseguida pela formação de um 
derivado furanona que inativa a proteína R1 e, subsequentemente, pela formação de 
um radical na Cys225 que impede a regeneração do radical tirosilo e inibe, assim, a 
proteína R2. A natureza reativa do grupo azida é a única diferença entre este inibidor e 
os anteriormente mencionados. Enquanto que nos outros inibidores os grupos de 
saída permanecem inativamente presos no interior do centro ativo, o grupo azida 
depois de se dissociar reage ativamente com o carbono C2’ do anel da ribose e com a 
Cys225, levando à inativação da proteína R2. Outro inibidor com caraterísticas 
semelhantes é o CHFdNDP. Durante o processo de inibição é detetada por 
espetroscopia de UV-visível a formação de um derivado de furanona semelhante, mas 
com uma banda de absorção a 334nm, que na ausência de redutores inibe a proteína 
R1. No final, a proteína R2 também é inibida, mas, neste caso, o radical fica preso no 
anel de ribose que está covalentemente ligado à Cys439. O centro ativo fica assim 
bloqueado e a proteína R1 é inibida, impedindo quaisquer outras reduções. Quando 
comparado com N3dNDP, este mecanismo de ação potencia o efeito citotóxico de 
ação deste fármaco, uma vez que as proteínas R1 e R2 da RNR podem ser 
eficientemente inibidas independentemente da presença de redutores em solução. 
No caso dos F2dNDP e SHdNDP na presença de oxigénio, a formação de um 
cromóforo com uma banda de absorção caraterística, perto de 320nm, não é detetada 
e no final do processo de inibição, ambas as proteínas são inibidas de um modo 
eficiente. 
Os passos iniciais do mecanismo de inibição promovido pelo F2dNDP são muito 
semelhantes aos do FdNDP e um cetodesoxirribonucleótido intermediário é também 
obtido. No entanto, enquanto no FdNDP este intermediário de dissocia do centro ativo 
e inativa a proteína R1 na presença de redutores, no F2dNDP a presença do segundo 
átomo de flúor no carbono C2' do anel da ribose impede a saída deste intermediário. 
No F2dNDP, a Cys225 é capaz de interagir com o anel da ribose e uma ponte de 
dissulfureto radicalar aniónica é obtida e detetada experimentalmente, semelhante ao 
que é observado no substrato natural. A presença do segundo átomo de flúor no anel 
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de ribose tem um efeito crucial no mecanismo, favorece a transferência de um átomo 
de hidrogénio da Cys225 para o carbono C3', sem o envolvimento da Cys439. A carga 
em torno do centro ativo é assim mantida, promovendo a estabilização do 
cetodesoxirribonucleótido dentro do centro ativo. O mecanismo de inibição prossegue 
e na presença de redutores a proteína R1 é inibida devido à ligação covalente de um 
intermediário à Cys225. Isso bloqueia o centro ativo e impede nova redução. No final, 
o radical retorna à Cys439 e, por conseguinte, a proteína R2 não é inibida. Na 
ausência de redutores, a proteína R1 permanece ativa, mas a proteína R2 é inibida 
devido à formação de um radical num nucleótido que abandona o centro ativo e 
impede a regeneração do radical tirosilo. 
Em condições in vivo, o SHdNDP na presença de oxigénio é um inibidor similar ao 
F2dNDP na ausência de redutores, uma vez que derivados furanona não são 
detetados em solução e a proteína R2 é também inibida. O mecanismo pelo qual isto 
acontece é, contudo, um pouco diferente. O grupo tiol localizado no carbono C2' 
prejudica a remoção do átomo de hidrogénio do carbono C3' pela Cys439. No final, um 
radical pertiilo é formado com a Cys225 impedindo a regeneração do radical. Este é o 
único inibidor cujo caminho de inibição difere substancialmente de todos os outros 
análogos do substrato. A eficiência deste inibidor baseia-se na reatividade do grupo 
tiol que pode eficientemente interagir com a Cys439, ao contrário do que acontece 
com os outros inibidores. 
 
5.1.3.10. Classificação dos análogos do substrato em 3 
classes principais 
 
A análise dos mecanismos de inibição apresentada nesta introdução permite agrupar 
os análogos do substrato da RNR em três classes principais. Na Tabela 18 estão 
resumidos todos os resultados experimentais e computacionais utilizados para realizar 
a classificação. 
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Tabela 18 - Resultados experimentais e teóricos ou computacionais disponíveis usadas para classificar os análogos do 
substrato em três classes principais, tendo em conta o seu modo de inativação 
Classes 
 
Inibidor 
Inibição Deteção 
derivado de 
furanona (nm) 
Atividade 
em 
consições 
fisiológicas 
Proteína 
R1 
Proteína 
R2 
Classe 1 
CldNDP Sim
a
 Não 320 Não 
FdNDP Sim
a
 Não 320 Não 
SHdNDP 
(ausência de O2) 
Sim
a
 Não 320
c
 Não 
CH2dNDP Sim
a
 Não 326 and 366 Não 
Classe 2 
N3dNDP Sim
a
 Sim 320 Indisponível 
CHFdNDP Sim
a
 Sim 334 Sim 
Classe 3 
F2dNDP Sim
b
 Sim
a
 - Sim 
SHdNDP 
(presença de O2) 
Sim Sim - Sim 
a
 Na presença de espécies redutoras; 
b
 Na ausência de espécies redutoras; 
c
 A formação do derivado de furanona é 
proposta por meios computacionais/experimentais. 
 
A primeira classe de inibidores inclui todos os compostos que inibem a proteína R1, 
devido à formação de um derivado de furanona em solução, com uma banda de 
absorção caraterística próxima dos 320 nm. Estes inibidores são os menos eficientes 
uma vez que o seu processo de inibição depende da ausência de espécies redutoras. 
Na segunda classe desta classificação, encontram-se os inibidores com caraterísticas 
semelhantes aos da primeira classe, mas capazes de inibir a proteína R2. Este fato 
melhora as suas propriedades citotóxicas e promove a eficiência sob condições 
fisiológicas, uma vez que a inibição da proteína R2 é independente da disponibilidade 
de espécies redutoras. Isto é conseguido através da introdução de substituintes mais 
reativos no anel de ribose, permitindo a persistência do processo inibitório após a 
formação do derivado furanona, contrariamente ao que acontece com os da primeira 
classe.  
A terceira classe de inibidores contém os compostos cuja inibição não envolve a 
formação de derivados de furanona. Geralmente, a proteína R1 é inibida pela ligação 
covalente de um composto intermediário no centro ativo impedindo qualquer redução 
adicional. Em alguns casos a proteína R2 também pode ser inibida, o que melhora o 
potencial inibitório. 
De todos os inibidores analisados o F2dNDP é o inibidor da RNR mais eficaz in vivo. 
Foi aprovado para fins clínicos pela FDA e EMEA para o tratamento de vários tipos 
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distintos de cancro. Quando comparado com os outros inibidores da RNR, o maior 
efeito citotóxico deverá estar relacionado com a sua capacidade para inativar 
eficazmente a proteína R1 independentemente da disponibilidade de redutores. A 
inibição da proteína R2 não parece induzir uma inibição eficaz em condições 
fisiológicas porque, mesmo que o radical fique preso no centro ativo ou num composto 
intermediário, poderá vir a ser restaurado pela proteína R2 e, portanto, a capacidade 
catalítica da enzima é recuperada. 
Tendo isto em conta, considera-se que a eficácia dos análogos do substrato está 
relacionada com uma inibição eficiente da proteína R1, desde que a inibição seja 
independente da presença de espécies redutoras. Dos inibidores enunciados, os das 
classes 2 e 3 são os mais promissores. 
Tendo em conta a informação experimental e computacional aqui sumariada, foram 
efetuados cálculos com o objetivo de desvendar o mecanismo de inibição da RNR pelo 
CH2dCDP. Os cálculos foram feitos usando dois modelos computacionais do sistema 
em estudo. 
 
5.2. Detalhes Computacionais  
5.2.1. Modelo Pequeno 
 
Iniciaram-se os estudos do mecanismo de inibição da enzima pelo CH2dCDP usando 
um modelo pequeno do sistema. Tendo em conta os estudos dos mecanismos 
catalíticos e dos mecanismos de inibição, nomeadamente da RNR entre outras 
enzimas, feitos pelo grupo anteriormente com vários modelos, à partida um modelo 
pequeno pode ser suficiente para confirmar a hipótese de mecanismo. Estudos 
anteriores permitiram verificar que o corpo da enzima não exerce um papel muito 
significativo no mecanismo da reação, tendo apenas a função de manter os resíduos 
catalíticos em determinadas conformações de modo a favorecer a sua reatividade.  
As reações possíveis entre o CH2dCDP e a RNR foram exploradas com um modelo 
pequeno que representa os resíduos do centro ativo da RNR (Cys439, Cys462, 
Cys225 e Glu441) e o CH2dCDP. Neste modelo, as cisteínas e o glutamato foram 
construídos como moléculas de metiltiol e formato, respetivamente. O inibidor foi 
modelado a partir do substrato sendo constituído por um derivado de ribose, com os 
fosfatos e a base substituídos por átomos de hidrogénio. Todos os cálculos foram 
realizados utilizando DFT, com o programa Gaussian03172, com o funcional B3LYP49, 
53, 55 sem restrições e com o conjunto de bases 6-31G(d). Em trabalhos anteriores ficou 
demonstrado que estes modelos, com este funcional e base de funções são 
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adequados.245, 266, 288 Os cálculos de frequências confirmaram a natureza de cada 
estado estacionário, isto é, um mínimo de energia com todas as frequências reais ou, 
no caso de um estado de transição, uma frequência imaginária apenas. Os estados de 
transição foram verificadas para conetar os reagentes e produtos de interesse através 
de cálculos de coordenada reaccional interna (IRC). Efeitos térmicos, entrópicos e 
energia do ponto zero foram adicionados às energias calculadas (T=298,15 K, P=1 
bar). Um fator de 0,9804 foi usado para eliminar erros sistemáticos conhecidos nas 
correções da energia do ponto zero e energia térmica. As distribuições da densidade 
de spin dos átomos foram calculadas usando a análise populacional de Mulliken172. 
Todas as energias optimizadas foram corrigidas por cálculos de energia, single points, 
com o conjunto de bases 6-311++G(2d,2p) e um modelo contínuo-polarizável. O 
modelo contínuo-polarizável, C-PCM, foi usado conforme implementado no 
Gaussian03172. Nesta abordagem o contínuo é modelado como um condutor em vez 
de um dielétrico. Isto simplifica os cálculos eletrostáticos e as correções são feitas a 
posteriori para o comportamento dielétrico. Foi demonstrado que uma constante 
dielétrica de quatro289 permite obter resultados teóricos que estão de acordo com os 
resultados experimentais e ter em conta o efeito combinado da proteína e das 
moléculas de água enterradas. 
  
5.2.2. Modelo Grande  
 
A proteína R1 complexada com o inibidor CH2dCDP foi modelada partindo da estrutura 
cristalográfica 4R1R, RNR da E.coli com o substrato GDP e o efetor DTTP, 
determinada por Eriksson et al290. Apenas um dos monómeros de R1 foi usado nos 
cálculos. Tendo em conta que a RNR é altamente específica para ribonucleótidos e 
que eles se encaixam perfeitamente em três bolsas de ligação, (bolsa de ligação da 
ribose, bolsa de ligação do fosfato e bolsa de ligação da base), o inibidor CH2dCDP foi 
criado usando o substrato como referência. O átomo de hidrogénio e o grupo hidroxilo 
que estavam ligados ao carbono C2' da ribose do substrato foram substituídos por um 
metileno. Para as modificações foi usado o software GaussView172. Para calcular as 
estruturas eletrónicas moleculares e propriedades do CH2dCDP e do DTTP foi usado o 
Gaussian03172 realizando cálculos do tipo Hartree-Fock restrito (RHF), com o conjunto 
de bases 6-31G(d), para ser coerente com a parametrização adoptada no AMBER8136, 
que posteriormente foi usado nos cálculos de mecânica molecular. Usaram-se as 
ferramentas do Antechamber juntamente com o AMBER8, de modo a criar um ficheiro 
de entrada para CH2dCDP e DTTP que possa ser lido pelo Leap, outro dos módulos 
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do AMBER. O Antechamber foi concebido para ser usado com o Gaff, o campo de 
forças geral do AMBER. RESP291 foi o método utilizado para calcular as cargas 
atómicas. 
A proteína R1 complexada com o CH2dCDP foi minimizada, com o objetivo de eliminar 
os maus contatos. As minimizações foram realizadas com o parametrização adoptada 
no AMBER8136, utilizando o campo de forças amberff99 para a proteína e o campo de 
forças Gaff para os CH2dCDP e DTTP. O complexo foi solvatado usando uma caixa de 
águas octaédrica com um buffer de 8Å do modelo de águas TIP3P. O complexo 
solvatado foi minimizado em duas etapas. Na primeira, fixou-se o complexo e 
minimizaram-se as águas e iões. Na segunda etapa, minimizou-se todo o sistema. 
Para cada etapa foram usados 5000 passos, os primeiros 2500 usando o algoritmo 
steepest-descent e os restantes usando o algoritmo dos gradientes conjugados. O 
modelo para realizar o estudo, modelo grande, foi construído usando a estrutura final 
da minimização, com corte da enzima de 20 Å para além do inibidor. Figura 19.  
 
Figura 19 - Representação do modelo enzimática estudado, que inclui um raio de 20Å dos aminoácidos localizados em 
torno do CH2dCDP. A região tratada com o nível superior está representada a vermelho e a região tratada com nível 
inferior esta representada a azul, azul ciano a região livre e azul mais escuro a região congelada (os 5Å mais 
exteriores). A parte excluída do monómero R1 está representada em cartoon a cinza.  
 
O sistema modelo é composto por um total de 6373 átomos. Os cálculos QM/MM 
realizados para determinar a superfície de energia potencial (PES) deste sistema 
foram feitos usando o software Gaussian03.172. Para explorar a PES da reação 
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catalítica, o sistema foi dividido em duas camadas, dentro do formalismo ONIOM292, 
conforme implementado no Gaussian03. A camada alta inclui o inibidor, sem a base e 
o difosfato, e as cadeias laterais dos resíduos, Cys439, Cys225, Cys462, Glu441 e 
Asn437 perfazendo um total de 49 átomos. A camada alta foi tratada com DFT no 
nível teórico B3LYP/6-31G(d) sem restrições.49, 53, 55 O resto do sistema foi tratado com 
mecânica molecular usando o AMBER. As posições dos átomos localizados nos 5Å 
mais exteriores foram congeladas. Figura 19. 
Para cada passo da reação, é feito um scan ao longo da coordenada da reação com 
um incremento de 0.05Å, com o objetivo de localizar o estado de transição. A 
geometria do ponto mais alto de energia do scan, foi considerada como uma boa 
aproximação da geometria do estado de transição. Durante o scan foi usado o 
esquema electronic embedding172 (ONIOM-EE) que incorpora as cargas parciais da 
região MM nos cálculos QM e permite a polarização da região QM pelas cargas MM. 
Esta técnica proporciona uma melhor descrição das interações eletrostáticas entre as 
regiões QM e MM. As distribuições de densidade eletrónica de spin foram calculadas 
com a análise populacional de Mulliken172 no nível superior. Calcularam-se as energias 
das geometrias optimizadas dos reagentes, estados de transição e produtos para cada 
passo do mecanismo. A inclusão de funções difusas no conjunto de bases para 
optimizações de geometria foi investigada em estudos anteriores que concluíram que 
as correções às geometrias eram muito pequenas e que as correções às 
correspondentes diferenças de energia (energia de ativação e reação) eram 
desprezáveis.245. Considerou-se, portanto, desnecessário do ponto de vista 
computacional, incluir funções difusas nas optimizações de geometria, tendo em conta 
o inerente acréscimo do tempo de computação. Cálculos pontuais de energia, foram 
posteriormente realizados nas geometrias optimizadas dos reagentes, estados de 
transição e com uma base maior na região de nível superior, 6-311++G(2d,2p). 
Cálculos pontuais de energia foram também realizados em todas as geometrias 
optimizadas com o funcional BB1K49, 53, 293 e dois conjuntos de bases diferentes (6-
31G(d) e 6-311++G(2d, 2p)). Caso nesta altura o trabalho dos aminoácidos, 
apresentado no capítulo III desta tese, já tivesse sido realizado teríamos feito cálculos 
pontuais de energia também com M06-2X. Com o objetivo de compreender de forma 
mais precisa os efeitos eletrostáticos/polarização de longo alcance, foram feitos 
adicionalmente cálculos pontuais de energia em todas as geometrias QM/MM 
optimizadas com o esquema mechanical embedding (ONIOM-ME) tratando o nível 
mais elevado com o funcional BB1K e o conjunto de bases 6-311++G(2d, 2p). O 
ONIOM-ME negligencia quaisquer efeitos de polarização que as cargas da MM 
possam ter na região QM. 
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5.3. RESULTADOS 
 
Tendo em conta os mecanismos de inibição com outros análogos de substrato 
substituídos na posição 2’, exploraram-se todos os caminhos possíveis e relevantes 
com o modelo pequeno. O Esquema 11 apresenta um resumo das reações estudadas 
com o modelo de pequeno. As energias de ativação e de reação apresentadas no 
Esquema 11 foram obtidas usando o funcional B3LYP com a base de funções 6-
311++G(2d,2p) e o modelo contínuo polarizável, C-PCM. As energias do ponto zero 
(ZPE), efeitos térmicos e entrópicos obtidos com B3LYP/6-31G(d) foram adicionados.  
 
 
Esquema 11 - Resumo das reações relevantes exploradas com o modelo pequeno. Todos os valores de energia estão 
em kcal/mol. O * identifica os casos para os quais a energia dos produtos não corresponde a um ponto fixo na 
superfície de energia potencial mas corresponde ao valor de maior energia do scan. A preto estão representados os 
passos mais favoráveis e a vermelho os passos menos favoráveis.  
 
O primeiro passo envolve a remoção do hidrogénio do carbono C3' do CH2dCDP pela 
Cys439 radicalar, conduzindo a um produto estável com a densidade de spin e a carga 
negativa deslocalizadas no inibidor e com a Cys225 mais perto do inibidor, próxima do 
carbono C6'. Este passo ocorre no substrato natural e na maior parte dos análogos de 
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substratos. O primeiro passo é muito exotérmico e a reação é praticamente irreversível 
(energia de ativação, Ea=5,68 kcal/mol e energia de reação, Er=-12,16 kcal/mol). As 
energias de reação e ativação desta remoção são diferentes das obtidas num estudo 
anterior com o substrato (Ea=11,09 kcal/mol, Er=8,01 kcal/mol), e semelhantes às 
observadas em estudos anteriores com análogos do substrato, particularmente com o 
CHFdCDP, (Ea=8.01 kcal/mol e Er=-7.7kcal/mol). Tendo em conta as caraterísticas do 
produto do passo 1 e a posição dos resíduos conservados, os passos 2a e 2b são os 
mais promissores. O produto do passo 2b fica cerca de 10 kcal/mol em energia acima 
do reagente voltando, posteriormente, a transformar-se no reagente, indicando que 
não corresponde a um estado estacionário na superfície de energia potencial. Não há 
dúvida de que, entre os passos 2a e 2b, o 2a é preferencial porque tem uma barreira 
de energia muito pequena (Ea = 2,05 kcal / mol) e é atérmico (Er = 0,10 kcal / mol). 
Neste ponto, o inibidor tem o radical essencialmente localizado no átomo de carbono 
C3 'e a carga negativa essencialmente localizada no resíduo Cys225 e existem dois 
passos que conduzirão à regeneração do radical no enxofre da Cys439, 3a e 3b, e um 
passo, 3c, que parece relevante devido à proximidade do C1’ do inibidor ao resíduo 
Cys225. Os produtos dos passos 3b e 3c não correspondem a pontos estacionários na 
superfície de energia potencial e transformam-se no reagente. Parece lógico que o 
passo 3c seja desfavorável relativamente ao 3a, no entanto, decidiu-se confirmar com 
o modelo maior, porque a energia necessária para formar o composto instável não é 
muito alta e um passo 4c provavelmente poderia estabilizá-lo. As reações (passos 1, 
2a, 3a e 3c) foram testadas com o modelo maior. O modelo maior permitiu descartar o 
passo 3c, pois a barreira de energia obtida para esta etapa (mais de 35 kcal/mol) é 
demasiado alta para corresponder à cinética experimental. A grande diferença entre o 
modelo pequeno e grande é unicamente neste passo. Isto é devido aos grandes 
constrangimentos estereoquímicos impostos pela proteína para a Cys225 conseguir 
atacar o átomo C1’. No modelo pequeno estas restrições estão ausentes. Nenhum 
outro passo exibirá uma diferença similar entre os modelos. De salientar que o estado 
de transição de cada passo é caraterizado por uma única frequência imaginária, 
especificamente, 1291i cm -1 para o passo 1, 725,3i cm-1 para o passo 2a e 1072i cm-1 
para o passo 3a. Finalmente, o mecanismo mais viável é apresentado em detalhe. 
Esquema 12. 
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Esquema 12 - Mecanismo proposto para a inibição RNR pelo CH2dCDP 
 
Para comparar mecanismos, o B3LYP é um funcional muito eficiente. É muito mais 
rápido e tem propriedades de convergência muito melhores do que os funcionais 
modernos híbrido-meta, dois requisitos muito úteis para explorar caminhos 
reaccionais. No entanto, para obter valores finais para o PES usaram-se as energias 
BB1K e estes valores serão os discutidos abaixo. Mostrou-se que BB1K supera 
significativamente o B3LYP em diferentes propriedades, nomeadamente 
proporcionando barreiras mais realistas. As energias também foram calculadas com o 
B3LYP para o modelo grande e confirmou-se que, em todas as reações, as energias 
de ativação fornecidas pelo B3LYP eram inferiores ao BB1K entre 1,0 e 4,5 kcal/mol 
(Tabela 19). Cada passo do mecanismo será discutido apresentando os resultados 
obtidos com o modelo maior, que fornece esclarecimentos adicionais e tem em conta, 
de um modo eficiente, as interações de longo alcance RNR-CH2dCDP e a tensão 
estereoquímica imposta pela proteína. Para calcular as energias de Gibbs de ativação 
e de reação, a energia de cada estado foi obtida somando a energia do ONIOM, 
(usando BB1K/6-311++G(2d,2p) para a camada superior AMBER para o resto do 
sistema), com as correções ZPE e efeitos térmicos e entrópicos: 
 
)(316/3)//)2,2(3116/1( )( dGLYPBAMBERpdGKBBONIOM entrópicotérmicoZPEEE    
(138) 
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Tabela 19 – Energias de ativação (Ea) e de reação (Er) obtidas com os funcionais B3LYP e BB1K.  
 Electronic Embeddig 
 B3LYP/6-31g(d) B3LYP/6-311++g(2d,2p) BB1K /6-31g(d) BB1K /6-311++g(2d,2p) 
Passo1 Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Reagente -2375.6026 -2375.4838 -2376.1320 -2376.0133 -2375.0663 -2374.9475 -2375.5490 -2375.4303 
Estado 
Transição 
-2375.5969 -2375.4812 -2376.1224 -2376.0068 -2375.0565 -2374.9409 -2375.5357 -2375.4201 
Produto -2375.6290 -2375.5170 -2376.1562 -2376.0443 -2375.0929 -2374.9809 -2375.5774 -2375.4654 
Ea   
kcal/mol 
 1.63  4.09  4.16  6.39 
Er  
kcal/mol 
 -20.82  -19.46  -20.94  -22.08 
 B3LYP/6-31g(d) B3LYP/6-311++g(2d,2p) BB1K /6-31g(d) BB1K /6-311++g(2d,2p) 
Passo2 Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Reagente -2375.6290 -2375.4373 -2376.1562 -2375.9646 -2375.0929 -2374.9012 -2375.5774 -2375.3857 
Estado 
Transição 
-2375.6208 -2375.4293 -2376.1475 -2375.9560 -2375.0810 -2374.8895 -2375.5612 -2375.3697 
Produto -2375.6325 -2375.4369 -2376.1562 -2375.9606 -2375.0904 -2374.8948 -2375.5682 -2375.3725 
Ea   
kcal/mol 
 5.01  5.40  7.35  10.05 
Er  
kcal/mol 
 0.25  2.47  4.02  8.27 
 B3LYP/6-31g(d) B3LYP/6-311++g(2d,2p) BB1K /6-31g(d) BB1K /6-311++g(2d,2p) 
Passo 3 Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Energia 
Helmholtz /AU 
Energia 
Gibbs/AU 
Reagente -2375.6325 -2375.4366 -2376.1562 -2375.9604 -2375.0904 -2374.8945 -2375.5682 -2375.3723 
Estado 
Transição 
-2375.6084 -2375.4135 -2376.1303 -2375.9354 -2375.0647 -2374.8698 -2375.5405 -2375.3457 
Produto -2375.6387 -2375.4406 -2376.1586 -2375.9605 -2375.0909 -2374.8928 -2375.5642 -2375.3661 
Ea   
kcal/mol 
 14.53  15.64  15.52  16.70 
Er  
kcal/mol 
 -2.50  -0.09  1.06  3.85 
 
5.3.1. Primeiro passo do mecanismo 
 
O primeiro passo envolve a remoção do hidrogénio do átomo de carbono C3’, do 
inibidor, pela Cys439 radicalar previamente formada. Simultaneamente, um protão do 
grupo hidroxilo ligado ao C3' do inibidor (HO-C3') migra espontaneamente para o 
resíduo Glu441. Este rearranjo do sistema é energetica e termodinamicamente 
favorável, a barreira de energia necessária para atingir o estado de transição é de 6,39 
kcal/mol e a energia de reação é de -22,08 kcal/mol. 
Nos reagentes, o átomo de enxofre da Cys439, onde a densidade de spin está 
localizado (0,91 au), encontra-se a 2,60Å do hidrogénio que está ligado ao carbono 
C3’ (H-C3') e o protão do grupo hidroxilo ligado ao C3' (HO-C3') está a 1,60 Å do 
átomo de oxigénio do Glu441. A Figura 20 representa a geometria do estado de 
transição. Neste ponto, o hidrogénio está localizado a 1,65 Å do enxofre (Cys439) e a 
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1,32 Å do átomo de C3’ do inibidor. O protão do grupo HO-C3' apresenta-se de uma 
forma quase colinear com o átomo de oxigénio do Glu441, fazendo um ângulo de O-H-
O de 177,5°, e estando ainda mais próximo da ligação O-C3' (a 1,10 Å do átomo de 
oxigénio que está ligado ao carbono C3' e a 1,40 Å do oxigénio do Glu441). 
Relativamente aos reagentes, as ligações C3'-O e C3'-C2' são 0,05Å e 0,06 Å mais 
curtas e a ligação C3'-C6'  0,10Å mais alongada. Na geometria optimizada dos 
produtos, as ligações C3'-O e C3'-C2' são ainda mais curtas, 1,30 Å e um 1,41 Å, 
respetivamente, e a ligação C3'-C6' mais alongada, 1,38 Å. A densidade de spin está 
essencialmente localizada no átomo de carbono C6', (0,61 au), mas deslocalizada 
para o átomo C3’, (0,36 au), e a carga negativa do sistema fica localizada no inibidor 
porque o Glu441 está agora protonado. Figura 20.  
 
 
Figura 20 - Geometria do estado de transição 1. São indicados os comprimentos de ligação relevantes (em Å), a 
distribuição de densidade de spin (S) as cargas em au (C) das três geometrias (reagentes, estado de transição, e 
produtos, respetivamente). 
 
5.3.2. Segundo passo do mecanismo 
 
No final do passo 1, a ligação C2'-C6' fica mais longa e a densidade de spin está 
essencialmente localizada no átomo de carbono C6' revelando que C6' poderá receber 
facilmente um hidrogénio. O átomo de hidrogénio da Cys225 está a uma distância de 
2,43Å do átomo de carbono C6' do inibidor. O segundo passo consiste na 
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transferência de um átomo de hidrogénio da Cys225 para o carbono C6’ do inibidor. O 
estado de transição para a reação 2 está representado na Figura 21. 
 
Figura 21 - Geometria do estado de transição 2. São indicados os comprimentos de ligação relevantes (em Å), a 
distribuição de densidade de spin (S) as cargas em au (C) das três geometrias (reagentes, estado de transição, e 
produtos, respetivamente). 
 
No estado de transição, o hidrogénio é partilhado entre o enxofre (1,62 Å) da Cys225 e 
o C6’do inibidor (1,45 Å). A distância C2'-C6' é ainda mais alongada para 1,42Å e a 
densidade de spin está essencialmente no carbono C6' (0,36 au) e no átomo de 
enxofre da Cys225 (0,28 au). Na estrutura optimizado dos produtos, o átomo de 
enxofre da Cys225 está a 2,43 Å do hidrogénio, o comprimento da ligação C6'-C2' é 
1,47Å e as ligações C2'-C3' e C3'-O estão mais curtas (1,38Å e 1,29Å, 
respetivamente). A densidade de spin está principalmente localizada no átomo de 
enxofre da Cys225 (0,55 au), embora esteja ainda deslocalizada para o carbono C2'. 
Como consequência da ressonância, a carga negativa está deslocalizada entre o C2' 
do inibidor e o átomo de oxigénio que está ligado ao C3'. A barreira de energia 
necessária para atingir o estado de transição é 10,05 kcal/mol e a energia de reação é 
de 8,27kcal/mol. Figura 21. 
  
5.3.3. Terceiro passo do mecanismo 
 
Neste ponto da reação, há um passo que claramente conduzirá à regeneração do 
radical da proteína R1. Este passo consiste na doação do hidrogénio do grupo tiol da 
Cys439 ao carbono C2'. Na estrutura optimizado dos reagentes, o hidrogénio do 
Cys439 está a uma distância de 3,37Å do carbono C2 'do inibidor. A energia de 
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ativação para esta reação é 16,70 kcal/mol e a energia de reação é 3,87 kcal/mol. A 
Figura 22 representa a geometria do estado de transição, em que o hidrogénio é 1,64 
Å do átomo de enxofre da Cys439 e a 1,45 Å do C2' com um ângulo de 174,7°. 
 
 
Figura 22 - Geometria do estado de transição 3. São indicados os comprimentos de ligação relevantes (em Å), a 
distribuição de densidade de spin (S) as cargas em au (C) das três geometrias (reagentes, estado de transição, e 
produtos, respetivamente). 
 
 
Na estrutura optimizado dos produtos, o átomo de enxofre da Cys439 está a 2,43 Å do 
átomo de hidrogénio, os comprimentos das ligações C6'-C2' , C2'-C3' e C3'-O são 
respetivamente 1,53Å, 1,51 Å e 1,22 Å. A densidade de spin está, essencialmente, no 
átomo de enxofre do Cys439 (0,51 au) e a carga negativa está essencialmente no 
átomo de enxofre da Cys225. Desta forma, o radical é regenerado e um composto 2'-
metil-3'-desoxirribonucleótido é formado. Este passo tem a energia de ativação mais 
elevada, o mesmo acontecendo no modelo pequeno. De salientar que uma barreira de 
15,64 kcal/mol está de acordo com a cinética experimental para esta reação (a 
barreira experimental para o passo limitante é inferior a 20 kcal / mol) 247 
 
5.3.4. Inibição RNR  
 
De acordo com os resultados experimentais, o 2'-metil-3'-cetodesoxirribonucleótido 
não permanece dentro do centro ativo e tem propensão para se dissociar para o 
solvente. Uma vez em solução, o 2'-metil-3'-cetodesoxirribonucleótido perde a base e 
os fosfatos dando origem a uma metilfuranona, Esquema 12. Posteriormente, este 
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composto irá inibir a R1 formando um cromóforo com uma banda de absorção 
caraterística a 326nm. Isto parece ser consistente com a produção de uma α, β - 
enamina insaturada metil-substituída, por analogia química com os 2'-halo-2'-
desoxinucleósido-5'-difosfato Esquema 9. A substituição de um átomo de H por um 
CH3 na furanona, provoca um deslocamento no comprimento de onda λ para o 
vermelho de 5-10nm, como seria de esperar.247. O que é atípico é que a taxa de 
aparecimento de λ em 326nm seja rápida e semelhante à taxa de inativação. A taxa de 
inativação por 2'-halo-2'-desoxinucleósidos-5'-difosfato é rápida e a alteração da 
absorvância na proteína a 320nm é muito lenta. Provavelmente, a presença de um 
grupo metilo ligado ao C2’ poderá conduzir a ataque mais rápido do resíduo de lisina à 
posição C1’. Procuramos, exaustiva e computacionalmente, um caminho que levasse 
à formação de uma segunda espécie química para além de furanona encontrada 
acima, que justificasse o segundo valor de absorção a 366nm, mas não conseguimos 
encontra-la. Como a absorvância a 326nm desaparece completamente e uma nova 
banda de absorção é formada, rearranjos químicas dentro do centro ativo da R1 
poderão explicar esta observação. De fato, a formação de uma único metilfuranona e o 
seu subsequente rearranjo estará de acordo com as evidências experimentais. Estes 
rearranjos poderão estar relacionados com um modo de ligação diferente devido ao 
grupo metilo extra.  
 
5.3.5. Energia de reação global  
 
Na Figura 23 é apresentado o perfil energético global do mecanismo proposto para a 
interação da RNR com o CH2dCDP, agora calculado com o funcional de densidade 
BB1K. 
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Figura 23 – Perfil energético do mecanismo proposto para a interação da RNR com o CH2dCDP. 
 
De acordo com a Figura 23 o mecanismo proposto para a inibição RNR tem uma 
energia de reação global de -15,86 e de -9,96 kcal/mol, usando o funcional BB1K com 
as bases de funções 6-31G(d) e 6-311++G(2d,2p), respetivamente, sendo portanto 
termodinamicamente favorável. 
Note-se que o BB1K sobrestima a energia (~ 1kcal/mol) para a generalidade dos 
estudos computacionais feitos com diferentes enzimas.150. 
Quando se comparam as bases, as energias de ativação e reação aumentam em 
todos os passos, excepto no primeiro. Isto seria de esperar uma vez que todos os 
passos envolvem a transferência de átomos de hidrogénio ou protões. O primeiro 
passo do mecanismo é o mais favorável, do ponto de vista termodinâmico, e o terceiro 
passo é o limitante com a maior barreira de ativação. Note-se que a PES global é 
ligeiramente endotérmica após o passo 1, o que sugere que a reação poderá ficar 
aprisionada no primeiro intermediário. A força motriz termodinâmica para a inibição 
vem da dissociação muito exotérmica do 2'metil-3'-cetodesoxirribonucleótido para a 
solução,287 o que torna o processo global muito favorável. Não há dúvida de que 
computacionalmente este é o caminho mais viável.  
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5.3.6. Deformação e Polarização/Eletrostática no centro ativo 
 
No mecanismo proposto para a interação da RNR com o CH2dCDP os cálculos foram 
efetuados com ONIOM-EE, de modo a ter em conta nas interações de longo alcance, 
a tensão estereoquímica imposta pela proteína e os efeitos de 
polarização/eletrostáticos na camada QM devido à camada MM. Neste ponto serão 
comentadas de forma mais precisa a importância relativa das interações 
eletrostáticas/polarização de longo alcance e a tensão estereoquímica.  
 
Para calcular a contribuição da tensão estereoquímica para as energias de ativação e 
de reação compararam-se as energias do sistema pequeno livre em fase gasosa, 
(
freeE ), com as energias do mesmo sistema também em fase gasosa, mas com a 
geometria exata obtida no modelo completo QM/MM, (
strainedE ). As energias foram 
recalculadas de modo a eliminar os efeitos do contínuo dielétrico para o primeiro caso 
e os efeitos de polarização da região MM no segundo caso. Na figura 6 é apresentada 
a contribuição da tensão estereoquímica para a energia de ativação, 
free
a
strained
a
strain
a EEE  , e para a energia de reação, 
free
a
strained
a
strain
a EEE  . De 
salientar que a força que origina a geometria tensa no modelo QM/MM não é 
proveniente apenas da "tensão mecânica" imposta pelas ligações e ângulos quase 
rígidos que ligam os resíduos às cadeias laterais, mas também do campo eletrostático 
criado pela restante proteína. No entanto, a maior parte da contribuição vem da tensão 
mecânica. 
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Figura 24 - Contribuição da tensão estereoquímica para o perfil de energia. Deve descrever o que cada termo significa 
 
De acordo com a Figura 24 a energia de tensão favorece o estado de transição 1 
(TS1) e o produto 1 (P1), com strainaE = -0,91 kcal/mol e 
strain
rE  = -2,17 kcal/mol. A 
tensão facilita assim o primeiro passo. Os constrangimentos de posição/orientação no 
CH2dCDP e nos resíduos do centro ativo devido às suas ligações à proteína 
favorecem a formação dos TS2 e TS3 (
strain
aE  ≈ 2,5 kcal/mol em ambos) e P2 (
strain
rE = 
1,37 kcal/mol). A contribuição da tensão para a energia global da reação é -4,24 
kcal/mol, ou seja, a tensão imposta pela restante proteína favorece a formação do 2'-
metil-3'-cetodesoxirribonucleótido. De acordo com o perfil energético global, as 
restrições impostas pela proteína desempenham um papel catalisador mínimo no 
mecanismo catalítico. Este argumento apoia o uso de modelos com apenas alguns 
resíduos da proteína em estudos anteriores do mecanismo catalítico da RNR.241, 245, 266 
Avaliar em que medida a polarização eletrónica do substrato e centro ativo contribuem 
para o perfil de energia potencial, é um problema técnico interessante. A polarização 
aumenta sempre a energia eletrónica quando comparada com o sistema não 
polarizado em fase gasosa. No entanto, este custo energético deverá ser compensado 
pelo aumento das interações eletrostáticas entre a região polarizadora (camada MM) e 
a região polarizada (camada QM). A contribuição da energia de polarização para a 
energia de ativação (
pol
aE ) e para a energia de reação (
pol
rE ) é dada pelas diferenças 
na camada alta PES calculada com ONIOM-EE e ONIOM-ME, 
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MEONIOMhigh
a
EEONIOMhigh
a
pol
a EEE
  ,, e MEONIOMhighr
EEONIOMhigh
r
pol
r EEE
  ,, , usando 
sempre as geometrias ONIOM-EE. Ver Figura 25. 
 
 
Figura 25 - Contribuição da polarização para o perfil de energia. 
 
A contribuição da energia de polarização para o TS1 é insignificante ( polaE = 0,05 
kcal/mol). A polarização torna-se significativa após o primeiro passo. Os efeitos de 
polarização de longo alcance desfavorecem o TS2 (
pol
aE = 9,01 kcal/mol) e favorecem 
os P2, TS3 e produto final. A contribuição da polarização para a energia global da 
reação é -17,25 kcal/mol, favorecendo grandemente a formação do produto final 2'-
metil-3'-cetodesoxirribonucleótido. O efeito de polarização contribui para a 
estabilização, favorecendo quantitativamente o produto do mecanismo proposto. No 
entanto, analisar isoladamente os efeitos da camada alta poderá ser falacioso, uma 
vez que a polarização dá origem ao reforço das interações eletrostáticas com a região 
MM, e esses dois efeitos devem ser analisados em conjunto. A resposta rotamérica da 
enzima para o campo criado pelo substrato é fracamente medida, mesmo em 
simulações longas de MD. A polarização atómica na camada MM também não é 
considerada explicitamente com os campos de forças biomoleculares usuais. A 
maneira mais direta de compreender os efeitos eletrostáticos e de polarização, em 
conjunto, é comparando os resultados obtidos com os esquemas EE e ME. Isto foi 
feito para o primeiro passo da reação, no entanto, existe uma grande diferença nesta 
comparação, resultante do fato de que os resultados ME dependem das cargas 
pontuais atómicas usadas para parametrizar a região MM. As cargas pontuais são, 
frequentemente, calculadas de modo a ajustar o potencial eletrostático da região QM 
(cargas pontuais convencionais) e, em seguida, empiricamente ajustadas para 
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reproduzir dados conhecidos (cargas pontuais eficazes), superando assim a limitação 
inerente ao processo de ajuste e à falta de polarização atómica da região MM. No 
entanto, as únicas referências que temos são os resultados com EE e ajustar as 
cargas de modo a reproduzir o resultado de EE faria a avaliação dos efeitos de 
polarização/eletrostáticos tendenciosos e sem sentido. Com isto, foram usadas apenas 
cargas pontuais convencionais (as cargas de Mulliken e as cargas ajustadas ESP 
HF/6-31G(d)) de modo a recalcular as energias do primeiro passo com ME. Os 
resultados para o primeiro passo foram Ea = 12,9 kcal/mol e Er = -22,7 kcal/mol com 
cargas Mulliken e Ea = 24,0 kcal/mol e Er = -4,56 kcal/mol com as cargas ajustadas 
ESP HF/6-31G(d), o que mostra claramente que os resultados ME são muito 
dependentes do esquema utilizado para gerar cargas pontuais e não muito fiáveis se 
EE for usado como referência, a menos que exista uma forma de ajustar 
empiricamente as cargas pontuais da camada MM.  
Note-se que a inclusão das cargas ESP derivadas da densidade eletronica do EE (ou 
seja, "cargas pontuais polarizadas"), seguida da reoptimização de geometria MM 
origina resultados muito semelhantes aos obtidos com as cargas ESP não polarizadas, 
o que destaca a importância da parametrização das regiões QM e da dependência dos 
resultados neste processo. Considera-se preferível o uso de EE que é mais objetivo e 
menos dependente da escolha do método/protocolo para parametrizar a camada alta.  
  
5.4. CONCLUSÕES 
 
Este estudo permitiu compreender o mecanismo de inibição da RNR pelo 2'-desoxi-2'-
metilidenocitidina-5'-difosfato, com detalhe atómico. Este trabalho resultou unicamente 
de cálculos teóricos, no entanto todos os resultados experimentais anteriores 
considerados. É proposto que a inativação da RNR pelo CH2dCDP se dá em três 
passos. O primeiro passo envolve a remoção de um hidrogénio do carbono C3' do 
CH2dCDP pela Cys439 radicalar. Em simultâneo e espontaneamente, um protão do 
grupo hidroxilo ligado ao carbono C3' do inibidor migra para o Glu441. O segundo 
passo consiste na transferência de um átomo de hidrogénio da Cys225 para o átomo 
C6' do inibidor. O terceiro passo consiste na doação do hidrogénio do grupo tiol da 
Cys439 ao carbono C2' do inibidor. O 2'-metil-3'-cetodesoxirribonucleótido formado 
não permanece ligado ao centro ativo, dissociando-se para o solvente. No solvente, 
perde a base e os grupos fosfato e origina um derivado de metilfuranona. O derivado 
de metilfuranona inibe a proteína R1. Provavelmente, a presença de um grupo metilo 
ligado ao átomo de carbono C2’ irá conduzir a uma ataque mais rápido de um resíduo 
de lisina na posição C1' dentro do centro ativo da R1, conduzindo ao rápido 
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aparecimento de λ a 326 nm. O rearranjo químico dentro do centro ativo da R1, da 
única metilfuranona formada explica, com toda a probabilidade, o segundo valor de 
absorvância detetado a 366nm. Este evento explica o completo desaparecimento do 
valor de absorvância a 326 nm e a formação de uma nova banda de absorção a 366 
nm. 
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Capítulo 6 
Estudos com a 
FTase 
“Os dias prósperos não vêm ao 
acaso; são granjeados, como as 
searas, com muita fadiga e com 
muitos intervalos de desalento.” 
      …..    Camilo Castelo Branco 
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6.1. Introdução  
 
Neste capítulo é apresentada uma caraterização detalhada da interface α/β da enzima 
Farnesiltransferase (FTase). A FTase é também um alvo importante na investigação 
contra o cancro. É uma enzima de zinco heterodimérica, composta por uma 
subunidade α de 48 kDa e uma β de 46-kDa. A afinidade entre as subunidades da 
FTase depende de resíduos chave, considerados os mais importantes para a ligação. 
A metodologia computacional ASM foi usada para prever energias de ligação entre 
resíduos da interface da FTase e foi complementada com estudos de área superficial 
acessível ao solvente, SASA, e das principais pontes de hidrogénio. Na metodologia 
ASM, os resíduos da interface são mutados por alaninas e é comparada a energia de 
ligação da mutação com a energia de ligação sem qualquer mutação. Os resíduos 
com uma diferença de energia de Gibbs de ligação quando mutados por alaninas, 
∆∆Gbind, igual ou superior a 4,0 kcal/mol são considerados os responsáveis pela 
ligação (hot-spots). Os resíduos com uma diferença de energia de Gibbs de ligação, 
quando mutados por alaninas, entre 2,0 e 4,0 kcal/mol considera-se que ainda 
participam de algum modo na ligação (warm-spots) e os resíduos com diferença de 
energia de ligação inferior a 2,0 kcal/mol consideram-se sem importância direta para a 
ligação das subunidades (null-spots). Esta caraterização poderá ser útil para o 
desenho de novas moléculas que visem inibir a atividade da FTase através do 
bloqueio da formação do dímero  
 
6.1.1. Inibidores da FTase: FTIs 
 
A enzima Ftase nos últimos 15 anos tem sido alvo de investigação com o objetivo de 
desenvolver uma nova classe de fármacos contra o cancro: os inibidores da 
Farnesiltransferase (FTIs).18-21 O interesse nesta enzima e nesta nova classe de 
fármacos adveio da descoberta de que a farnesilação era absolutamente necessária 
para que as formas oncogênicas das proteínas Ras pudessem transformar as 
células.294-296 Esta descoberta foi de extrema importância uma vez que os mutantes 
das proteínas Ras estão envolvidos em 30% dos cancros humanos.297-299 Nos anos 
que se seguiram a esta descoberta, foram relatadas mais de 400 patentes 
descrevendo FTIs, tendo vários compostos passado para ensaios clinicos.19, 300-306 No 
entanto, a maior parte destes FTIs não apresentaram atividade antitumoral em cancros 
dependentes de Ras.307 Na verdade, K-Ras, a forma mutada de Ras mais frequente 
em cancros humanos, é capaz de contornar o bloqueio FTI através da prenilação 
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cruzada pela relacionada geranilgeraniltransferase.308-310 Recentemente, contudo, a 
aplicação de FTIs começou a ser explorada noutros tipos de cancros, independentes 
de Ras, mais notavelmente no cancro da mama, 311-316 e em doenças hematológicas 
malignas317-322. Contabilizar a atividade antitumoral de tais inibidores da 
Farnesiltransferase permanece uma questão sem resposta, com vários alvos possíveis 
discutidos na literatura cuja inibição poderá contribuir para este efeito. São exemplos 
de alvos as RhoB;323-326 as proteínas de ligação ao centrómero CENP-E e CENP-F;327-
329 as fosfatases PRL1, 2, e 3, 330, 331 as RheB (homólogo de ras enriquecido no 
cérebro);332 e as lâminas nucleares333. O possível envolvimento no tratamento de 
algumas infeções parasitárias, em particular, a malária334-338, e a doença do sono 
Africana339-341 também foi explorado. Recentemente surgiram outras aplicações de 
FTIs que incluem o tratamento da progeria342-345 e da esclerose tuberosa304. 
 
6.1.2. Enzima FTase 
 
A FTase é uma metaloenzima de zinco, heterodimérica, composta por duas 
subunidades, α e β. Catalisa a farnesilação do substrato proteico contendo um motivo 
caraterístico CAAX no término carboxílico, em que C é a cisteína farnesilada, A é 
geralmente um aminoácido alifático, e X é o aminoácido terminal, normalmente 
metionina, serina, alanina, ou glutamina.346-350 O farnesildifosfato, FPP, é o dador de 
farnesilo isoprenóide típico. A família de proteínas Ras, as lâminas nucleares A e B, e 
a subunidade γ das proteínas-G heterotriméricas estão entre os substratos CAAX 
conhecidos para a Ftase. 350-352 
O grande interesse atribuído à Ftase deu origem a um vasto conjunto de estudos que 
se focam em caraterísticas específicas desta enzima, em termos de estrutura e 
atividade. A primeira estrutura cristalográfica de raios-X foi publicada em 199722 e 
atualmente mais de 50 estruturas de raios-X se encontram publicadas, incluindo 
estruturas com diferentes estados catalíticos intermediários, com diferentes substratos 
e inibidores, e com diferentes mutações. Um grande número de estudos de cinética, 
mutagénese, e EXAFS também foram disponibilizados,353-362 contribuindo para uma 
melhor compreensão da atividade da Ftase. No entanto, várias dúvidas têm persistido, 
decorrentes de evidências experimentais aparentemente contraditórias.363 
Foram realizados estudos computacionais pelo nosso grupo de investigação364-368 e 
por outros grupos369-371 com o objetivo de racionalizar e conciliar as dúvidas existentes 
acerca do mecanismo, fornecendo uma imagem atomística detalhada da atividade 
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desta enzima, um processo que culminou com a descoberta e caraterização da 
estrutura elusiva do estado de transição para o passo crítico da farnesilação.372, 373 
Neste contexto e seguindo o nosso trabalho, no estabelecimento de uma visão bem 
fundamentada e computacional/experimental unificada em esferas de coordenação de 
Zn formadas nos vários estados intermediários do mecanismo catalítico desta enzima, 
364-366 um conjunto de parâmetros de campos de forças capazes de descrever com 
precisão as várias esferas de coordenação formadas ao longo do mecanismo catalítico 
desta enzima e cometido com o campo de forças do AMBER foram derivados e 
extensivamente validados,374 abrindo a porta a estudos futuros com a enzima completa 
através de MD e metodologias baseadas em MD. 
A ASM computacional é uma ferramenta muito poderosa para o estudo de interfaces 
proteína-proteína (ou interfaces de subunidades),375 e pode ser aplicada para 
identificar os aminoácidos responsáveis pela maior parte da energia de ligação entre 
os dois componentes que formam a interface. Os resíduos mais importantes destas 
regiões são designados por hot-spots, e são definidos como os resíduos que, após 
mutação por alanina, originam uma diferença de energia de ligação igual ou superior a 
4,0 kcal/mol.376, 377 Os warm-spots são também resíduos relevantes para a ligação das 
subunidades, estes resíduos quando mutados por alaninas dão origem a uma 
diferença de energia de ligação entre 2,0 e 4,0 kcal/mol. Os aminoácidos que, quando 
mutados por alaninas geram uma diferença de energia de ligação entre 2,0 e 0,0 
kcal/mol são designados por null-spots e os que geram uma diferença de energia 
abaixo de 0,0 kcal/mol por cold-spots.376, 377  
Vários estudos têm aproveitado esta metodologia para analisar interfaces em busca 
das regiões mais importantes para a interação. O conhecimento destas regiões poderá 
permitir, não só uma melhor compreensão da atividade e da associação proteína-
proteína, mas também poderá servir de base para o desenvolvimento de novos 
inibidores concebidos para se ligarem aos resíduos determinantes na interface, como 
uma estratégia para impedir a formação dos complexos resultantes, bloqueando assim 
a atividade do complexo proteína-proteína. Estudos sistemáticos com ASM indicaram 
que os hot-spots tendem a ser particularmente enriquecidos em triptofanos (21%), 
tirosinas (12%), e argininas (13%).24, 378 Alguns estudos sugerem que os hot-spots são 
geralmente rodeados por resíduos pouco importantes para a ligação, cuja função será 
bloquear os hot-spots do solvente.378 Estas estruturas assemelham-se a um anel e por 
isso o nome dado a esta proposta é de hipótese O-ring. 
A ASM experimental é uma metodologia lenta, trabalhosa e cara. Estas limitações são 
particularmente relevantes quando as interfaces são muito grandes, como é o caso da 
interface da enzima Ftase. Esta enzima é constituída por uma subunidade α de 48 kDa 
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com 379 aminoácidos, e por uma subunidade β de 46 KDa com 437 resíduos de 
aminoácidos, dispostos para dar uma proteína global com uma interface constituída 
por 130 aminoácidos (59 da subunidade α e 71 da subunidade β), que enterra 
aproximadamente 3300 A2 de SASA.22 
A ASM computacional foi desenvolvida como uma alternativa à ASM experimental, 
permitindo que interfaces de grandes dimensões possam ser eficientemente 
analisadas em termos de hot-spots, warm-spots e null-spots. Várias formulações 
diferentes, essencialmente baseadas na aplicação de simulações MD ou no uso de 
scoring functions knowledge-based têm sido descritas na literatura, com diferentes 
níveis de sofisticação e custo computacional, e com diferentes níveis de sucesso.379-386  
Em particular, uma variação do método de cálculo padrão ASM384 foi desenvolvida no 
nosso grupo,25 baseada na utilização da abordagem bem estabelecida MM-PBSA,384 e 
otimizada para o uso de uma descrição contínua do solvente, considerando diferentes 
constantes dielétricas internas de acordo com o tipo de aminoácidos mutados por 
alaninas. Este método demonstrou originar resultados muito bons em diferentes 
sistemas biológicos,387-389 com uma taxa de sucesso global de 80% na identificação de 
hot-spots e warm-spots.25 
Neste estudo, foi aplicado o ASM computacional desenvolvido no grupo de 
investigação onde me insiro,25 juntamente com um conjunto de parâmetros de MM 
também aqui desenvolvidos e concebidos especificamente para descrever a esfera de 
coordenação de Zn na FTase,374 com o objetivo de quantitativamente caraterizar cada 
resíduo da interface α/β, em termos de diferença de energia de ligação entre o 
aminoácido original e o mutado. Estes resultados permitiram descrever toda a 
interface α/β da FTase em termos de hot-spots, warm-spots, null-spots e cold-spots e 
subdividir a região da interface em diferentes contribuições. O conhecimento resultante 
deste estudo dá pistas importantes sobre os resíduos determinantes para a 
associação das duas subunidades da FTase e poderá servir para o desenvolvimento 
de uma nova classe de FTIs, concebida para bloquear a associação das subunidades 
da Ftase, bloqueando assim a forma ativa heterodimérica. 
 
6.2. Detalhes computacionais 
 
6.2.1. Modelo e simulação de dinâmica molecular 
 
O modelo inicial foi preparado a partir da única estrutura cristalográfica de raio-X da 
FTase na ausência de qualquer substrato ou inibidor disponível na base de dados de 
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proteínas RCSB390:  estrutura 1FT122, (resolução 2,25 Å). Esta estrutura contém 315 
resíduos na subunidade α, (resíduos 55 a 369), e 415 resíduos na subunidade β, 
(resíduos 23 a 437). Foram considerados estados de protonação padrão a pH 7 para 
todos os aminoácidos. Os átomos de hidrogénio foram adicionados utilizando o 
programa LEAP do pacote de programas do AMBER9391. O número total de átomos no 
sistema é de 11498. 
Foi considerado um conjunto de parâmetros de MM, especificamente projetados e 
otimizados para descrever a esfera de coordenação de Zn no estado de repouso da 
FTase374, baseados em cálculos com DFT e com MM,364-368 dados cristalográficos,22, 
392, 393 resultados de EXAFS,360 e em vários estudos mecanísticos.358, 359, 394, 395 Os 
parâmetros descrevem a esfera de coordenação de metal de Zn no estado de repouso 
como sendo distorcida, tetracoordenada com o metal ligado covalentemente aos 
aminoácidos Asp297β, (coordenação bidentada), Cys299β, e His362β, seguindo a 
abordagem de modelo ligado introduzida por Hoops et al.396 Os parâmetros utilizados 
são descritos em detalhe, em conjunto com os métodos de parametrização e 
validação, e com as premissas adotadas, no artigo de Sousa et al.374 e já foram 
utilizados com sucesso em estudos com a FTase que recorrem a simulações de 
MD.397-399 Resíduos de aminoácidos padrão foram tidos em conta pelo campo de 
forças do AMBER de Cornell et al.116 
O efeito do solvente foi descrito pelo modelo generalizado de Born conforme Hawkins, 
Cramer e Thrular,400, 401 com os parâmetros descritos por Tsui e Case,203 como 
implementado no AMBER9402. 
O sistema foi submetido a um protocolo de refinamento em 3 fases usando o módulo 
SANDER do AMBER9, tendo em vista remover gradualmente os constrangimentos na 
enzima. Na primeira etapa, 10000 passos, foram usadas forças harmónicas de 50 
kcal/mol/A2 para restringir todos os átomos pesados do sistema, permitindo apenas o 
ajuste dos átomos de hidrogénio adicionados com o LEAP. Na segunda etapa, 30000 
passos, estas forças harmónicas foram usadas apenas para os átomos CA e N 
(carbonos α e azotos da cadeia principal). Na terceira etapa, 8000 passos no máximo, 
foi feita uma minimização de energia de todo o sistema, até atingir um gradiente rms 
menor do que 0,0002 kcal mol -1 Å -1. 
Subsequentemente, foi realizada uma simulação MD de 10 ns, partindo da estrutura 
minimizada. Os comprimentos de ligação envolvendo hidrogénios foram constrangidos 
usando o algoritmo SHAKE124 e as equações de movimento foram integradas com um 
passo temporal de 2 fs. Foi usado um raio de corte de 16 Å para as interações não 
ligantes, e o termostato de Langevin foi utilizado para manter a temperatura do 
sistema a 310K.  
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6.2.2. ASM Computacional  
 
A nossa metodologia ASM utiliza uma única trajetória MD do sistema, sem qualquer 
mutação, para calcular todas as energias de ligação. A partir desta trajetória, cada 
resíduo da interface das subunidades da FTase é mutado por uma alanina, permitindo 
calcular diferenças de energia de ligação de cada mutação em relação ao resíduo 
original, ΔΔGbind , com a abordagem MM-PBSA otimizada, uma vez que se consideram 
diferentes valores de constante dielétrica interna para diferentes tipos de aminoácidos. 
Foi mostrado que o uso de uma única trajetória para calcular ΔΔGbind  permite uma 
maior concordância com os dados experimentais do que o uso de múltiplas 
trajetórias.25  Na utilização de uma única trajetória, o cancelamento de erros superará 
as imprecisões devido à reduzida amostragem do espaço conformacional em 
simulações MD na escala do nanossegundo.206, 403  
Seguindo estes princípios gerais, o script MM-PBSA implementado no AMBER foi 
utilizado para realizar um tratamento de pós-processamento do dímero α/β da Ftase 
usando a estrutura da enzima completa e calculando a sua energia e a dos 
monómeros α e β que interagem. Para gerar a estrutura dos mutantes de alanina, foi 
feita uma truncagem simples à cadeia lateral mutada, substituindo Cγ por um átomo de 
hidrogénio, e definindo a direção da ligação Cβ-H da alanina como a antiga Cβ-Cγ. Para 
os cálculos das energias de ligação, foram extraídas 60 estruturas dos últimos 6000ps 
da simulação MD, uma estrutura em cada 100 ps. 
O cálculo da contribuição entrópica é computacionalmente lento porque requer 
estruturas extremamente bem minimizadas para uma análise do modo normal ou um 
grande número de estruturas para uma análise quase harmónica.403-405 Por isto, no 
cálculo da diferença de energia de ligação entre os dois conjuntos de estruturas de 
complexos relacionados, é normalmente assumido que a contribuição entrópica para a 
energia absoluta se anula.25, 125, 406, 407 No caso particular deste método que usa uma 
única estrutura, as estruturas consideradas para análise são praticamente idênticas 
nas estruturas nativas e nos mutantes, a única diferença está numa cadeia lateral 
mutada, que no caso da FTase representa um aminoácido em 800 aminoácidos. Por 
isto, prevê-se que a contribuição da entropia será também idêntica para as estruturas 
nativa e mutante. Estudos de ASM anteriores, em condições menos favoráveis, 
estimaram que esta contribuição era de aproximadamente 0,25 kcal/mol.408 Neste 
trabalho a contribuição entrópica para uma análise no modo normal foi calculada para 
a mutação da Tir200α por uma alanina, considerando 60 estrututas, e foi obtida uma 
diferença entrópica de 0,31 kcal/mol. Prevê-se que esta contribuição seja menor para 
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aminoácidos menores, em particular para aqueles que têm uma SASA pequena, como 
a maior parte dos aminoácidos considerados neste estudo.  
O protocolo ASM aqui usado, desenvolvido no nosso grupo de investigação e baseado 
na abordagem MM-PBSA 125, 384, 409 tem sido utilizado com sucesso no estudo de 
vários sistemas biológicos, incluindo o complexo IG1 proteína G de estreptococos 
(fragmento C2),388 o complexo Zipa: FtsZ, complexo formado entra a lisozima da clara 
de ovo (HEL) e o anticorpo HyHEL-10,389109 do complexo MDM2-P53387 e a Protease 
de HIV-1,407 e em estudos de benchmarking, demonstrando uma taxa de sucesso 
global de 80% na identificação de hot-spots e warm-spots, com um erro médio em 
módulo de 0,8 kcal/mol. 
 
6.2.3. Análise da SASA 
 
Os valores de SASA foram calculados para todos os aminoácidos da interface com o 
programa Visual Molecular Dynamics, VMD,410 e considerando o raio da água 1,4 Å. A 
partir das simulações MD realizadas e, para cada resíduo, foram calculados os valores 
de SASA a partir de um total de 3000 estruturas MD dos últimos 6ns de simulação, 
considerando-se: (1) O dímero, SASAdimer; (2) apenas os resíduos da subunidade do 
aminoácido que esta a ser avaliado, negligenciando o efeito da outra subunidade,  
SASAmonomer, fornecendo o valor para o potencial SASA deste resíduo específico. Os 
valores finais são expressos como uma percentagem do potencial SASA para o 
resíduo livre, uma quantidade estimada a partir da trajetória MD para cada resíduo, 
negligenciando o efeito de blindagem do solvente e de todos os outros aminoácidos de 
ambas as subunidades em cada aminoácido específico. 
 
6.2.4. Seleção do mutante 
 
Os resíduos a mutar foram selecionados a partir de uma análise detalhada da interface 
α/β da Ftase na estrutura 1FT1, com a ajuda da base de dados PDBsum.411, 412.Esta 
base de dados fornece uma visão global de cada estrutura macromolecular depositada 
na base de dados Protein Data Bank, fornecendo diagramas esquemáticos das 
moléculas em cada estrutura e das interações entre elas.  
Foram identificados 130 resíduos na interface. Destes resíduos, 111 foram mutados 
por alaninas e avaliados eficazmente usando o protocolo ASM descrito atrás, (53 na 
subunidade α e 58 na subunidade β). A ASM de alaninas é um processo redundante. 
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A glicina tem uma cadeia lateral menor do que a da alanina e, por isso, este resíduo 
não pode ser mutado por uma alanina de uma forma consistente dentro do protocolo 
considerado para os outros aminoácidos. Na glicina, a ausência de uma cadeia lateral, 
confere à cadeia principal uma liberdade conformacional adicional, que resulta em 
rearranjos estruturais relevantes na cadeia principal. Assim, o valor experimental de 
ΔΔGbind  para esta mutação não corresponde à diferença de interação da subunidade 
entre a glicina e a alanina, mas sim a uma diferença de interação mais global que 
inclui também efeitos de rearranjo da cadeia principal. Esta é uma limitação óbvia do 
ASM experimental que poderia ser ultrapassada computacionalmente, nomeadamente 
usando uma única trajetória. A dificuldade aqui reside na falta de valores 
experimentais de referência para a mutação glicina-alanina, essenciais para calibrar o 
método ASM computacional. Um problema semelhante pode ser destacado para a 
prolina. Na verdade, o anel de prolina restringe a geometria da cadeia principal das 
proteínas em que está presente, por vezes resultando numa conformação da cadeia 
principal muito diferente da adotada quando uma alanina ou qualquer outro resíduo 
estão presentes. O ASM experimental da prolina é, portanto, particularmente 
problemático, uma vez que poderá produzir valores anormais para as energias de 
ligação como resultado das diferenças conformacionais da cadeia principal, 
mascarando os resultados.24, 25 Assim, os resíduos de prolina também não foram 
avaliados. 
 
6.2.5. Cálculo de graus de conservação 
 
A base de dados ConSurf-HSSP413 foi utilizada para obter os graus de conservação 
para cada posição de aminoácido ao longo da sequência da FTase. Esta base de 
dados contém níveis de conservação calculados pelo algoritmo Rate4Site para a 
posição de cada aminoácido na estrutura tridimensional de cada proteína presente na 
base de dados Homology-derived Secondary Structure of Proteins (HSSP)414, 415 que 
possui alinhamentos de múltiplas sequências para estruturas tridimensionais de 
proteínas da base de dados Protein Data Bank. Foram consideradas 28 sequências de 
aminoácidos para a subunidade α e um total de 78 sequências para a subunidade β. É 
possível aceder à base de dados ConSurf-HSSP pelo http://consurf-hssp.tau.ac.il ou 
através do PDBsum http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/ . 
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6.3. Resultados e discussão 
6.3.1. Análise Geral das simulações MD 
 
A Figura 26 ilustra os valores do desvio de cada uma das estruturas ao longo da 
simulação MD em relação à estrutura inicial, rmsd, para os carbonos Cα de todos os 
aminoácidos da FTase. A Figura 26 mostra também os valores de rmsd para o 
subconjunto de átomos da cadeia principal para os 111 resíduos da interface. Os 
resultados mostram que o sistema se encontra em equilíbrio após os primeiros 4 ns de 
simulação, particularmente os resíduos da interface. A afirmação anterior também se 
verifica quando são analisados individualmente cada um dos monómeros. Com efeito, 
os restantes 6 ns de simulação foram considerados para os cálculos ASM e análises 
posteriores. 
 
 
Figura 26 - Análise de rmsd dos átomos da cadeia principal nas simulações MD da Ftase. Particular atenção é dada ao 
comportamento dos átomos da interface.  
 
6.3.2. Caraterização da Interface da FTase 
 
Do ponto de vista estrutural, a FTase é uma enzima heterodimérica de Zn, composta 
essencialmente por α-hélices, com duas subunidades muito diferentes: a subunidade α 
e a subunidade β. Α subunidade α é composta por 377 aminoácidos 346, 347 dispostos 
em 15 α-hélices, que englobam 7 pares sucessivos de super-hélices, (hélices 2-15), 
que formam uma estrutura invulgar de dupla camada, em forma de crescente, domínio 
gancho de cabelo de sete helicoidais, que envolve parte da subunidade β. 22, 416 Ver 
Figura 27. As várias hélices encontram-se dobradas de tal modo que todas as hélices 
numa camada são aproximadamente paralelas umas às outras e antiparalelas às 
hélices da camada adjacente 22. Ver Figura 27.  
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A subunidade β da FTase tem uma massa molecular inferior à subunidade α (46 kDa), 
mas contém mais aminoácidos: 437.346, 347 Composta por 14 α-hélices, esta 
subunidade está disposta num domínio barril α-α, bloqueado numa extremidade pela 
hélice 14β e acessível ao solvente pela outra, constituído por um núcleo de seis 
hélices paralelas (3β, 5β, 7β, 9β, 11β e 13β), que constituem a porção interna do barril, 
e seis hélices periféricas (2β, 4β, 6β, 8β, 10β, 12β), interligando as hélices do interior e 
definindo o exterior helicoidal do barril. 22, 416 Figura 27. As hélices periféricas são 
paralelas umas às outras e antiparalelas às hélices do núcleo. 
 
 
Figura 27 - Representação esquemática da topologia das subunidades α e β da FTase, mostrando as várias hélices, a 
percentagem de resíduos altamente conservados que constituem cada hélice e os hot-spots identificados no presente 
estudo. Os resíduos altamente conservados são aqueles com número de conservação de 7 ou superior, numa escala 
de 1-9 (9 conservado e 1 variável).
413
 Nas hélices, os números indicados representam os resíduos iniciais e finais. 
 
Neste enzima, o ião Zn do centro ativo está localizado próximo da interface das duas 
subunidades no topo do barril α-α, na junção entre o sulco hidrofílico da superfície 
interfacial que corre em paralelo com o aro do barril α-α , e uma fenda profunda quase 
ortogonal na subunidade β formada pela cavidade central do barril e alinhada com os 
10 resíduos aromáticos altamente conservados.22, 416 A porção de isoprenóide FPP 
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liga-se numa conformação estendida355, 392 a esta cavidade hidrofóbica em forma de 
funil, com o difosfato empacotado numa fenda carregada positivamente na parte 
superior desta cavidade, perto da interface da subunidade e adjacente ao ião Zn 
catalítico.416. O Zn está coordenado com as cadeias laterais de três resíduos da 
subunidade β: Asp297β (coordenação mono ou bidentada),365 Cys299β e His362β. 
A subunidade α entra em contato com cerca de metade da circunferência do barril da 
subunidade β, na parte superior, na extremidade aberta do barril, um arranjo que 
coloca vários resíduos da subunidade α perto do centro ativo Zn, formando parte do 
sítio de ligação do FPP.417 A interface α/β é definida por 130 aminoácidos: 59 da 
subunidade α e 71 da subunidade β. 
 
6.3.3. Análise da contribuição energética 
 
Pretende estudar-se como estes efeitos se podem traduzir, em termos de contribuição 
energética, para a dimerização da FTase. Os valores de ΔΔGbind  calculados a partir 
dos estudos ASM permitem identificar os aminoácidos que contribuem mais 
fortemente para a ligação dos dois monómeros da FTase. Fármacos capazes de 
prevenir a interação destes resíduos, poderão impedir a formação do dímero, 
constituindo uma estratégia alternativa para inibir a atividade enzimática da FTase.  
Dos 130 aminoácidos considerados foram identificados 24 hot-spots (18,4%), 25 
warm-spots (19,2%) e 62 null-spots. Dezanove aminoácidos da interface não foram 
avaliados, (glicinas, alaninas e prolinas), devido às limitações intrínsecas do método 
ASM, como justificado na seção 6.2.4. Dos 53 resíduos da subunidade α avaliados 
com ASM foram identificados 13 hot-spots  e 14 warm-spots com médias de 
diferenças de energia de ligação de 8,11 e 2,93 kcal/mol, respetivamente (Tabela 20). 
Dos 58 resíduos da subunidade α avaliados com ASM foram identificados 11 hot-spots  
e 11 warm-spots com médias de diferenças de energia de ligação de 6,57 e 2,63 
kcal/mol, respetivamente (Tabela 20).  
 
A Tabela 21 sumaria os resultados de ASM computacional para todos os aminoácidos 
da interface na subunidade α da FTase, e a Tabela 22 apresenta a mesma 
informação, mas para a subunidade β. Os resultados indicam que os resíduos da 
subunidade α Tir358α, Asn238α, Glu274α, Val88α e Tir200α são os que mais 
contribuem para a formação do dímero dos 13 hot-spots identificados. Na subunidade 
β os resíduos Glu246β, Arg283β, Met245β, Asp97β são os hot-spots que mais 
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contribuem para a formação do dímero dos 11 resíduos com uma contribuição superior 
a 4 kcal/mol identificados. 
 
Tabela 20 - Valores médios das diferenças de energia de ligação (ΔΔGbind ) e das áreas superficiais acessíveis ao 
solvente (SASA) para os hot-spots, warm-spots e null-spots identificados. Desvios padrão correspondentes.  
Tipo Subunidade 
Número de 
resíduos 
ΔΔGbind  
(kcal/mol) 
Média 
SASAMonmer 
(%) 
Média 
SASADimer 
(%) 
Perda de SASA após 
dimerização 
(%) (Å
2
) 
Hot Spots 
Monómero α 13 8,11 (0,26) 39,9 (7,7) 3,5 (2,0) 
36,4 
(7,8) 
105,9 (22,8) 
Monómero β 11 6,57 (0,25) 29,8 (15,5) 3,5 (3,4) 
26,3 
(13,1) 
78,9 (41,0) 
Total 24 7,40 (0,26) 35,3 (11,6) 3,5 (2,7) 
31,8 
(10,4) 
93,5 (31,9) 
Warm Spots 
Monómero α 14 2,93 (0,20) 26,5 (12,0) 7,6 (5,6) 
18,9 
(9,5) 
54,8 (30,6) 
Monómero β 11 2,63 (0,27) 33,9 (11,7) 12,7 (8,6) 
21,2 
(8,7) 
59,7 (27,4) 
Total 25 2,80 (0,24) 29,8 (11,8) 9,9 (7,1) 
19,9 
(9,1) 
57,0 (29,0) 
Null Spots 
Monómero α 19 0,82 (0,20) 30,5 (11,0) 18,3 (10,8) 
12,2 
(4,3) 
33,2 (11,1) 
Monómero β 17 1,06 (0,25) 25,0 (10,4) 10,4 (7,8) 
14,6 
(5,5) 
42,9 (16,5) 
Total 36 0,93 (0,25) 27,9 (10,7) 14,6 (9,3) 
13,4 
(4,9) 
37,8 (13,8) 
Cold Spots 
Monómero α 7 -1,26 (0,30) 23,8 (16,0) 11,9 (11,1) 
11,9 
(8,7) 
35,1 (28,2) 
Monómero β 19 -1,58 (0,20) 21,1 (11,8) 11,6 (6,4) 
9,5 
(10,3) 
25,4 (31,0) 
Total 26 -1,50 (0,26) 21,8 (14,4) 11,7 (8,3) 
10,2 
(9,5) 
28,0 (29,6) 
Hot-spots e warm-spots a negrito. 
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Tabela 21- Diferenças de energia de ligação (ΔΔGbind ) e desvio padrão associado. Valores médios da área de 
superfície acessível ao solvente (SASA) para os resíduos da interface da subunidade α. 
Análise Interface - Monómero α 
Resíduo ΔΔGbind (kcal/mol) Média 
SASAMonomer (%) 
Média 
SASADimer (%) 
Média 
SASALost (%) 
Média 
SASALost (Å
2
) 
Gln80 0,44 (0,75) 38,3 (1,9) 24,9 (1,6) 13,5 (2,5) 38,5 (7,3) 
Asn81 0,95 (0,82) 36,0 (1,2) 16,6 (1,6) 19,4 (2,0) 49,6 (5,0) 
Asp82 -1,79 (0,64) 55,4 (1,1) 46,9 (1,5) 8,5 (1,8) 21,2 (4,5) 
Ser85 0,47 (0,75) 40,0 (0,8) 22,0 (1,0) 17,9 (1,3) 39,6 (2,9) 
Val87 6,70 (1,29) 48,0 (0,8) 0,9 (0,3) 47,1 (0,8) 118,5 (2,1) 
Val88 8,19 (1,26) 51,9 (0,4) 0,9 (0,2) 50,9 (0,4) 130,7 (1,1) 
Gln89 1,04 (0,73) 29,1 (1,3) 12,9 (1,1) 16,2 (1,7) 46,0 (4,8) 
Ile90 6,41 (1,28) 38,7 (0,7) 1,4 (0,4) 37,3 (0,8) 104,3 (2,2) 
Ile91 0,88 (1,27) 59,6 (0,7) 38,6 (0,8) 21,0 (1,1) 57,9 (3,1) 
Tir92 -1,39 (0,81) 23,9 (1,0) 15,8 (1,1) 8,1 (1,4) 26,3 (4,7) 
Ser93 1,78 (0,74) 31,4 (0,7) 23,1 (0,6) 8,3 (0,9) 18,5 (2,1) 
Phe96 0,15 (1,26) 14,1 (0,6) 2,5 (0,4) 11,6 (0,7) 36,1 (2,1) 
Leu107 0,04 (1,27) 19,6 (0,5) 4,0 (0,5) 15,6 (0,7) 44,2 (2,1) 
Asn127 0,67 (0,84) 20,6 (0,8) 4,1 (0,5) 16,4 (0,9) 42,4 (2,4) 
Tyr131 6,21 (0,84) 42,1 (0,8) 4,7 (0,5) 37,4 (0-9) 121,3 (3,0) 
Thr132 2,80 (0,85) 13,8 (0,4) 0,2 (0,2) 13,6 (0,5) 32,9 (1,2) 
His135 3,34 (0,74) 33,5 (0,6) 4,7 (0,6) 28,8 (0,9) 82,2 (2,5) 
Tyr166 2,31 (0,82) 45,2 (1,4) 21,7 (1,7) 23,4 (2,2) 76,9 (,7,2) 
His170 2,49 (0,73) 24,9 (0,5) 9,0 (0,5) 15,8 (0,7) 45,3 (2,0) 
Arg173 1,78 (0,63) 17,5 (0,8) 10,1 (0,6) 7,4 (1,0) 25,6 (3,5) 
Lys198 -2,12 (0,62) 48,0 (0,8) 5,7 (0,6) 42,4 (1,1) 134,0 (3,4) 
Tyr200 8,17 (0,83) 50,8 (0,7) 7,9 (0,5) 42,9 (0,8) 136,8 (2,7) 
Gln204  3,65 (0,73) 7,5 (0,5) 2,8 (0,7) 4,8 (0,9) 13,7 (2,5) 
Gln207 0,68 (0,74) 17,0 (0,5) 3,6 (0,5) 13,4 (0,7) 39,2 (2,0) 
Asp230 3,42 (0,63) 24,6 (0,4) 8,4 (0,4) 16,3 (0,6) 39,5 (1,4) 
Arg232 3,53 (0,65) 45,0 (0,7) 3,2 (0,4) 41,8 (0,8) 146,5 (2,8) 
Asn234 3,93 (0,81) 38,4 (0,4) 0,9 (0,3) 37,6 (0,5) 95,9 (1,3) 
Ser235 3,24 (0,76) 10,9 (0,3) 0,8 (0,2) 10,1 (0,3) 22,7 (0,7) 
Asn238 15,61 (0,83) 33,3 (0,4) 1,7 (0,2) 31,6 (0,5) 81,1 (1,2) 
His241 2,07 (0,74) 21,4 (0,6) 12,1 (0,6) 9,3 (0,8) 26,7 (2,4) 
Leu269 1,07 (1,25) 45,3 (0,6) 35,5 (1,1) 9,8 (1,3) 27,9 (3,6) 
Val270 -2,86 (1,23) 12,9 (0,5) 2,1 (0,4) 10,8 (0,6) 27,4 (1,5) 
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Resíduo ΔΔGbind (kcal/mol) Média 
SASAMonomer (%) 
Média 
SASADimer (%) 
Média 
SASALost (%) 
Média 
SASALost (Å
2
) 
His272 3,78 (0,75) 34,8 (0,6) 9,1 (0,5) 25,8 (0,8) 74,3 (2,3) 
Asn273 2,00 (0,82) 1,2 (0,2) 0,4 (0,2) 0,8 (0,3) 2,1 (0,8) 
Glu274 9,44 (0,63) 39,2 (0,6) 5,3 (0,4) 33,9 (0,7) 95,4 (2,0) 
Ser275 1,56 (0,71) 7,3 (0,3) 0,0 (0,2) 7,3 (0,3) 16,7 (0,8) 
Asn278 2,02 (0,81) 32,7 (0,7) 6,4 (0,6) 26,3 (0,9) 67,6 (2,4) 
Tir279 -0,02 (0,83) 3,7 (0,3) 0,3 (0,2) 3,4 (0,4) 11,3 (1,4) 
Gln285 0,67 (0,75) 49,1 (0,9) 44,2 (1,2) 5,0 (1,5) 14,3 (4,2) 
Tir310 1,21 (0,82) 22,2 (0,7) 12,3 (0,6) 9,9 (0,9) 32,7 (3,1) 
Asp317 0,76 (0,65) 22,8 (0,7) 13,8 (0,8) 8,9 (1,0) 22,3 (2,5) 
Glu320 -0,62 (0,64) 11,3 (0,7) 5,9 (0,8) 5,4 (1,0) 14,8 (2,9) 
Asp349 4,88 (0,64) 8,4 (0,5) 1,4 (0,4) 6,9 (0,6) 17,2 (1,5) 
Thr350 0,23 (0,84) 42,7 (1,0) 24,9 (0,9) 17,8 (1,4) 43,6 (3,4) 
Ile351 5,31 (1,28) 55,2 (0,5) 2,1 (0,5) 53,1 (0,7) 148,1 (1,9) 
Arg352 6,35 (0,64) 34,6 (0,7) 4,3 (0,5) 30,3 (0,9) 103,1 (3,0) 
Lys353 0,89 (0,63) 29,9 (1,2) 22,3 (0,8) 7,7 (1,4) 23,9 (4,5) 
Glu354 5,71 (0,63) 35,5 (0,5) 4,5 (0,6) 31,0 (0,8) 85,9 (2,2) 
Tyr355 5,17 (0,85) 40,5 (0,4) 4,1 (0,4) 36,4 (0,6) 120,8 (1,9) 
Tyr358 17,34 (0,84) 40,7 (0,8) 6,8 (0,9) 34,0 (1,2) 113,0 (4,1) 
Arg361 2,50 (0,64) 42,3 (1,5) 22,5 (1,6) 19,9 (2,2) 68,1 (7,4) 
Ser362 -0,05 (0,70) 11,5 (0,9) 6,7 (0,6) 4,8 (1,0) 11,0 (2,4) 
Ser365 0,29 (0,72) 36,9 (0,8) 31,7 (0,9) 5,2 (1,1) 11,7 (2,6) 
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Tabela 22 - Diferenças de energia de ligação (ΔΔGbind) e desvio padrão associado. Valores médios da área de 
superfície acessível ao solvente (SASA) para os resíduos da interface da subunidade β. 
Análise Interface - Monómero β 
Resíduo ΔΔGbind (kcal/mol) Média 
SASAMonomer (%) 
Média 
SASADimer (%) 
Média 
SASALost (%) 
Média 
SASALost (Å
2
) 
Tir24 1,14 (1,07) 15,8 (1,4) 8,0 (0,8)  7,8 (1,6) 25,5 (5,3) 
Gln36 -18,10 (0,81) 33,2 (1,3) 28,3 (1,2)  4,9 (1,8) 14,0 (5,1) 
Asp37 -0,50 (0,61) 31,6 (0,6) 16,5 (0,9)  15,2 (1,1) 37,5 (2,7) 
Asp38 -0,97 (0,60) 59,0 (0,5) 58,9 (0,6)  0,1 (0,8) 0,4 (1,9) 
Val40 -2,45 (1,21) 39,8 (0,5) 17,3 (0,8)  22,5 (1,0) 57,3 (2,5) 
Thr42 2,62 (1,06) 28,1 (0,4) 4,0 (0,3)  24,1 (0,5) 58,6 (1,1) 
Thr44 1,38 (1,05) 14,1 (0,4) 1,0 (0,2)  13,1 (0,5) 31,5 (1,2) 
Ser45 -0,29 (0,74) 10,3 (0,5) 6,9 (0,5)  3,4 (0,7) 7,5 (1,5) 
Leu86 0,39 (1,27) 14,2 (0,6) 3,3 (0,5)  10,9 (0,7) 30,7 (2,1) 
Arg87 1,95 (0,64) 45,5 (1,3) 21,7 (1,4)  23,8 (1,9) 78,9 (6,4) 
Gln88 1,58 (0,79) 51,5 (1,1) 34,1 (1,0)  17,4 (1,5) 49,7 (4,4) 
Leu89 -0,70 (1,26) 24,0 (0,6) 4,9 (0,5)  19,1 (0,8) 55,2 (2,2) 
Asp91 2,45 (0,62) 52,0 (0,5) 39,4 (0,7)  12,6 (0,8) 31,0 (2,1) 
Tir93 -0,89 (1,07) 16,9 (1,1) 14,5 (1,1)  2,4 (1,5) 8,1 (5,0) 
Glu94 4,28 (0,74) 48,6 (0,5) 11,9 (0,8)  36,7 (1,0) 102,0 (2,7) 
Cys95 -0,20 (0,83) 43,4 (0,5) 23,6 (0,6)  19,8 (0,8) 47,8 (1,9) 
Asp97 7,57 (0,59) 33,0 (0,4) 1,0 (0,2)  31,9 (0,5) 78,8 (1,2) 
Arg100 1,62 (0,63) 19,1 (1,2) 2,1 (0,5)  17,0 (1,3) 60,4 (4,7) 
Leu103 -0,38 (1,28) 9,7 (0,5) 0,8 (0,3)  8,8 (0,5) 25,2 (1,6) 
Cys104 0,41 (0,83) 9,6 (0,4) 0,7 (0,3)  8,9 (0,5) 21,8 (1,2) 
Asp125 2,52 (0,59) 26,8 (0,9) 6,7 (0,9)  20,2 (1,2) 49,1 (3,0) 
Val126 -1,08 (1,19) 4,6 (0,3) 0,5 (0,2)  4,2 (0,4) 10,9 (0,9) 
Phe129 -0,31 (1,27) 26,6 (1,3) 2,1 (0,4)  24,5 (1,4) 76,5 (4,3) 
Leu132 1,12 (1,28) 40,0 (0,8) 21,4 (1,0)  18,5 (1,3) 52,5 (3,6) 
Gln146 2,59 (0,82) 29,8 (0,5) 3,7 (0,4)  26,1 (0,7) 74,9 (2,0) 
Tyr147 2,23 (1,07) 53,7 (0,8) 18,3 (1,1)  35,4 (1,3) 118,5 (4,3) 
His149 -1,28 (0,74) 20,6 (0,5) 3,7 (0,5)  16,9 (0,7) 50,3 (2,1) 
Met193 0,34 (1,21) 14,0 (0,9) 4,5 (0,6)  9,4 (1,1) 29,1 (3,4) 
Glu198 6,09 (0,63) 41,7 (0,6) 5,4 (0,6)  36,3 (0,8) 99,0 (2,3) 
Asn234 -0,60 (0,74) 10,8 (0,4) 9,6 (0,4)  1,1 (0,5) 2,9 (1,3) 
Trp235 4,91 (1,25) 57,8 (0,6) 4,7 (0,6)  53,1 (0,8) 189,8 (2,9) 
Glu236 6,45 (0,63) 9,4 (0,4) 0,5 (0,2)  8,9 (0,6) 24,7 (1,2) 
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Resíduo ΔΔGbind (kcal/mol) Média 
SASAMonomer (%) 
Média 
SASADimer (%) 
Média 
SASALost (%) 
Média 
SASALost (Å
2
) 
Val242 1,58 (1,21) 33,7 (1,2) 16,1 (0,8)  17,6 (1,4) 44,6 (3,7) 
Met245 9,15 (1,20) 39,1 (0,5) 0,70 (0,3)  38,4 (0,6) 113,7 (1,6) 
Glu246 9,95 (0,63) 22,2 (0,5) 0,2 (0,3)  22,0 (0,6) 59,0 (1,5) 
His248 0,75 (0,74) 18,3 (0,8) 13,4 (0,7)  4,9 (1,1) 14,2 (3,1) 
Tir251 0,80 (1,07) 22,2 (0,8) 9,7 (0,7)  12,4 (1,1) 40,6 (3,5) 
Lys271 2,27 (0,73) 49,3 (1,6) 22,8 (0,9)  26,5 (1,9) 84,6 (6,0) 
Leu274 0,94 (1,27) 14,3 (0,6) 2,0 (0,4)  12,3 (0,7) 34,7 (2,0) 
Gln275 1,81 (0,82) 41,5 (0,8) 14,9 (0,7)  26,6 (1,0) 74,4 (2,9) 
Thr278 3,24 (1,09) 16,6 (0,6) 2,4 (0,2)  14,2 (0,6) 34,6 (1,5) 
Ser279 -0,17 (0,72) 23,5 (0,3) 7,7 (0,4)  15,8 (0,5) 34,7 (1,1) 
Arg280 5,36 (0,63) 6,8 (0,3) 0,9 (0,2)  6,0 (0,4) 19,6 (1,3) 
Gln281 4,96 (0,79) 11,4 (0,3) 1,0 (0,3)  10,4 (0,4) 30,4 (1,2) 
Met282 -0,05 (1,22) 4,9 (0,5) 3,0 (0,4)  1,8 (0,7) 5,3 (1,9) 
Arg283 9,33 (0,65) 44,1 (0,6) 10,8 (0,6)  33,3 (0,9) 115,7 (3,1) 
Arg291 0,22 (0,63) 25,0 (0,6) 5,9 (0,5)  19,1 (0,7) 66,1 (2,6) 
Cys292 0,71 (0,83) 24,3 (0,4) 0,6 (0,2)  23,7 (0,4) 57,8 (1,0) 
Asn293 2,14 (0,75) 44,9 (0,5) 2,8 (0,3)  42,1 (0,6) 109,9 (1,5) 
Lys294 1,32 (0,71) 22,3 (0,6) 17,0 (0,6)  5,3 (0,8) 17,4 (2,6) 
Leu315 -0,32 (1,27) 9,2 (0,8) 5,4 (0,6)  3,8 (1,0) 10,7 (2,9) 
Asp320 -0,69 (0,62) 18,6 (0,8) 12,1 (0,8)  6,6 (1,1) 16,1 (2,7) 
Leu323 3,64 (1,26) 12,8 (0,8) 10,6 (0,8)  2,2 (1,1) 6,4 (2,7) 
Ser324 -0,44 (0,74) 13,2 (0,8) 4,0 (0,6)  9,3 (1,0) 20,5 (2,2) 
His327 3,06 (0,75) 27,0 (0,8) 17,5 (0,9)  9,6 (1,2) 28,0 (3,5) 
Trp328 -0,67 (1,29) 1,2 (0,4) 0,6 (0,4)  0,6 (0,6) 2,2 (2,0) 
Met329 4,18 (0,99) 13,8 (0,8) 1,7 (0,4)  12,2 (0,9) 35,5 (2,7) 
His331 2,22 (0,74) 32,1 (0,8) 11,4 (0,7)  20,7 (1,0) 61,5 (3,1) 
 
A Figura 28 ilustra todos os hot-spots identificados na subunidade α, permitindo 
visualizar também a posição dos warm-spots mais relevantes bem como a interação 
dos hot-spots e warm-spots da subunidade α com a subunidade β. Os resultados 
apresentados na Figura 28 mostram que os hot-spots da subunidade α se concentram 
essencialmente em duas regiões, nas extremidades interiores da sua dupla camada. 
Uma destas regiões, a região A1, é definida pelos hot-spots Val87α, Val88α, Ile90α e 
Tir131α, e pelos warm-spots His135α e Thr132α, e estabelece interações importantes 
com as hélices 3β, 4β, 5β e 6β. A outra região, região A2, é definida pelos hot-spots 
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Asp349α, Ile351α, Arg352α, Glu354α, Tir355α, Tir358α e pelo warm-spot Arg361α, e 
interage com as hélices 10 β e 11β. Esta região difere da primeira, na medida em que 
contém uma quantidade significativa de aminoácidos carregados (4 em 7). Apenas 3 
hot-spots na subunidade α foram identificados fora destas duas regiões, ocupando 
uma posição mais central, mas nao muito próximos, na interface α/β (Tir200α, 
Asn238α e Glu274α). 
 
 
Figura 28 - Representação esquemática dos hot-spots e warm-spots na subunidade α da Ftase e da interação destes 
com a subunidade β.  
 
A Figura 29 mostra a posição dos vários hot-spots e warm-spots identificados na 
subunidade β, exibindo também a sua interação com a subunidade α. Os resultados 
apresentados na Figura 29 mostram que existe concentração de hot-spots em três 
regiões da subunidade β. Duas destas regiões encontram-se em extremidades 
opostas do domínio barril α-α que compreende a maior parte da subunidade β, e a 
terceira região ocupa uma posição mais central. As duas regiões em extremidades 
opostas da subunidade β interagem diretamente com as duas regiυes importantes 
previamente identificados em extremidades opostas da subunidade α, regiυes A1 e 
A2. 
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Figura 29 - Representação esquemática dos hot-spots e warm-spots na subunidade β da Ftase e da interação destes 
com a subunidade α.  
 
A primeira região identificada na subunidade β, região B1, contém uma grande 
quantidade de resíduos carregados e inclui os hot-spots Glu94β e Asp97β, e os warm-
spots Asp91β, Gln146β, Asp125β e Tir147β. A região B1 interage com as hélices 1α e 
3α e com a região A1 definida pelos hot-spots Val87α, Val88α, Ile90α e Tir131α da 
subunidade α. A segunda região, região B2, que ocupa o lado oposto do barril, contém 
os hot-spots Arg280β, Gln28β, Arg283β, Met329β e vários warm-spots (Figura 29) e 
interage com as hélices 13α e 15α e com a região de hot-spots A2 da subunidade α. A 
terceira região, região B3, contém os hot-spots Glu198β, Trp235β, Glu236β, Met245β 
e Glu246β e interage com a subunidade α numa posição mais central do seu domínio 
de dupla camada em forma de crescente, em particular com as hélices 7α, 9α e 11α e 
com os hot-spots Tir200α, Asn238α, e Glu274α.  
A partir da Figura 27, que apresenta um esquema da topologia global das subunidades 
α e β e da posição relativa dos hot-spots identificados, pode observar-se que a maioria 
dos hot-spots identificados, 83%, não se localizam em hélices, localizam-se nas 
regiões de maior desordem estrutural que ligam diferentes hélices. As exceções são 
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os aminoácidos Asn238α presente na hélice 9α, e os Glu354α, Tir355α e Tir358α 
presentes na hélice 15α. 
 
6.3.4. Relação com estudos estatísticos das preferências para 
hot-spots 
 
Um estudo sistemático que analisa 2325 mutações por alanina, Anatomy of hot-spots 
in protein interfaces 378, para as quais a variação da energia de ligação foi 
experimentalmente medida, identificou os resíduos triptofano, tirosina, arginina, 
isoleucina, aspartato e glutamato como os que com maior frequência contribuem para 
a ΔΔGbind . Estas tendências gerais estão de acordo com os hot-spots identificados na 
FTase: triptofano Trp235β, tirosinas Tir131α, Tir200α, Tir355α e Tir358α, argininas 
Arg352α, Arg280β e Arg283β, isoleucinas Ile90α e Ile351α, aspartato Asp349α e 
Asp97β, asparagina Asn238α e glutamatos Glu274α, Glu354α, Glu94β, Glu198β, 
Glu236β e Glu246β. 
As valinas, como a Val87α e Val88α, são bastante incomuns entre os hot-spots e 
warm-spots. No estudo atrás referenciado, das 107 valinas consideradas, não se 
identificou nenhuma valina que contribuisse mais de 2 kcal/mol para ΔΔGbind . De 
acordo com o mesmo estudo,378 as metioninas e as glutaminas são também resíduos 
pouco frequentes como hot-spots e warm-spots, com apenas 2 resíduos de metionina 
e 5 de glutamina identificados, num total de 69 mutantes metionina-alanina e 160 
mutantes glutamina-alanina. A invulgar contribuição energética elevada dos resíduos 
Val87α e Val88α, Met329β, Met245β e Gln281β da FTase poderá ser uma 
caraterística distinta da FTase, o que poderá valer a pena explorar em estudos futuros. 
 
6.3.5. Decomposição de energia em Resíduos Hot-Spot 
 
A Tabela 23 apresenta, para os hot-spots, a contribuição energética individual dos 
vários componentes que compõem a diferença de energia de ligação (ΔΔGbind ) entre a 
FTase original e as variantes da FTase mutada por alanina. Os componentes 
apresentados incluem o termo de energia eletrostática (ΔΔEelectrostatic), o termo de 
energia de van der Waals (ΔΔEvdW), e as contribuições para a energia de solvatação 
polar (ΔΔGPolarSolv) e não-polar (ΔΔGNonPolarSolv). As duas colunas que referem 
contribuições hidrofílicas e hidrofóbicas representam, respetivamente, a soma do 
termo de energia eletrostática e da contribuição polar para a energia de solvatação, 
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(contribuição hidrofílica) e a soma do termo de van der Waals e da contribuição não 
polar para a energia de solvatação, (contribuição hidrofóbica).  
Para a maioria dos hot-spots identificados, as contribuições hidrofóbicas para ΔΔGbind 
são dominantes em relação às contribuições hidrofílicas, demonstrando a importância 
deste tipo de interações para a formação do dímero da FTase.  
 
Tabela 23 - Contribuição energética individual dos vários componentes que compõem a diferença de energia de ligação 
(ΔΔGBind).entre a FTase original e as variantes da FTase mutada por alanina para os hot-spots.  
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A1 Val87α  1,86 (1,15) 5,47 (0,32) 0,15 (0,02) -0,78 (1,68) 1,08 (2,03) 5,62 (0,32) 6,70 (1,29) 
Val88α  2,18 (1,17) 5,80 (0,32) 0,24 (0,02) -0,02 (1,68) 2,16 (2,03) 6,04 (0,32) 8,19 (1,26) 
Ile90α  0,64 (1,18) 7,18 (0,32) 0,25 (0,02) -1,65 (1,68) -1,01 (2,05) 7,43 (0,32) 6,41 (1,28) 
Tir131α  3,45 (1,00) 9,31 (0,32) 0,53 (0,02) -7,08 (1,68) -3,63 (1,47) 9,84 (0,32) 6,21 (0,84) 
Média 2,03  6,94  0,29 -2,38  -0,35 7,23 6,88  
A3 Tir200α  3,79 (0,79) 11,94 (0,32) 0,65 (0,02) -8,21 (1,07) -4,42 (1,33) 12,59 (0,32) 8,17 (0,83) 
Asn238α  1,83 (0,78) 4,24 (0,32) 0,08 (0,02) 9,46 (1,07) 11,29 (1,33) 4,32 (0,32) 15,61 (0,83) 
Glu274α  3,05 (0,49) 2,51 (0,32) 0,19 (0,02) 3,70 (0,89) 6,75 (1,02) 2,70 (0,33) 9,44 (0,63) 
Média 2,89 6,23 0,31 1,65 4,54 6,54 11,07 
A2 Asp349α  -2,74 (0,53) 0,97 (0,32) -0,04 (0,02) 6,68 (0,75) 3,94 (0,92) 0,93 (0,32) 4,88 (0,64) 
Ile351α  -0,30 (1,18) 7,40 (0,32) 0,41 (0,02) -2,19 (1,68) -2,49 (2,05) 7,81 (0,33) 5,31 (1,28) 
Arg352α  13,10 (0,58) 7,58 (0,32) 0,31 (0,02) -14,63 (0,79) -1,53 (0,98) 7,89 (0,33) 6,35 (0,64) 
Glu354α  -8,17 (0,58) 3,82 (0,32) 0,10 (0,02) 9,96 (0,77) 1,79 (0,96) 3,92 (0,32) 5,71 (0,63) 
Tir355α  -0,26 (0,78) 8,14 (0,32) 0,48 (0,02) -3,19 (1,08) -3,45 (1,33) 8,62 (0,32) 5,17 (0,85) 
Tir358α  1,15 (0,78) 7,37 (0,32) 0,63 (0,02) 8,19 (1,07) 9,34 (1,33) 8,00 (0,32) 17,34 (0,84) 
Média 0,46 5,88 0,32 0,80 1,27 6,20 7,46 (4,87) 
B1 Glu94β  -11,07 (0,58) 4,47 (0,32) 0,38 (0,02) 10,49 (1,31) -0,58 (1,44) 4,85 (0,32) 4,28 (0,74) 
Asp97β  -5,61 (0,58) 2,62 (0,32) 0,13 (0,02) 10,43 (1,28) 4,82 (1,41) 2,75 (0,32) 7,57 (0,59) 
Média -8,34 3,55 0,26 10,46 2,12 3,80 5,93 
B3 Glu198β  2,40 (0,58) 1,74 (0,32) 0,30 (0,02) 1,65 (1,31) 4,05 (1,43) 2,04 (0,32) 6,09 (0,63) 
Trp235β  0,51 (1,18) 14,27 (0,32) 0,56 (0,02) -10,41 (1,41) -9,90 (1,83) 14,83 (0,32) 4,91 (1,25) 
Glu236β -16,15 (0,49) 2,52 (0,32) 0,00 (0,02) 20,08 (0,94) 3,93 (1,06) 2,52 (0,32) 6,45 (0,63) 
Met245β  -0,64 (1,00) 8,49 (0,32) 0,34 (0,02) 0,97 (1,07) 0,33 (1,47) 8,83 (0,32) 9,15 (1,20) 
Glu246β  -8,74 (0,58) 3,35 (0,32) -0,09 (0,02) 15,43 (0,73) 6,69 (0,93) 3,26 (0,32) 9,95 (0,63) 
Média -4,52 6,07 0,22 5,54 1,02 6,30 7,31 
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B2 Arg280β  27,73 (0,59) 0,32 (0,32) 0,03 (0,02) -22,72 (0,75) 5,01 (0,95) 0,35 (0,32) 5,36 (0,63) 
Gln281β  -0,16 (0,79) 2,10 (0,32) -0,10 (0,02) 3,12 (1,41) 2,96 (1,61) 2,00 (0,32) 4,96 (0,79) 
Arg283β  24,35 (0,60) 6,55 (0,32) 0,69 (0,02) -22,26 (0,79) 2,09 (0,99) 7,24 (0,32) 9,33 (0,65) 
Met329β  0,53 (1,00) 1,86 (0,32) 0,02 (0,02) 1,78 (0,77) 2,31 (1,26) 1,88 (0,32) 4,18 (0,99) 
Média 13,11 2,71 0,16 -10,02 3,09 2,87 5,96 
 
Os resultados apresentados na Tabela 23 realçam a elevada contribuição hidrofílica 
nas diferenças de energia de ligação para as mutações por alanina dos resíduos 
Asn238α, Tir358α, Glu274α, Glu246β e Arg280β. Os últimos três resíduos são 
carregados, daí as respetivas mutações por alanina com uma mudança substancial no 
termo de energia eletrostática (ΔΔEelectrostatic), parcialmente compensados por uma 
mudança oposta na contribuição para a energia de solvatação polar (ΔΔGPolarSolv). Os 
resíduos Asn238 α e Tir358α, dois resíduos polares mas sem carga, apresentam uma 
tendência distinta, com uma contribuição polar elevada e pouco usual para a energia 
de solvatação polar (ΔΔGPolarSolv). Os resultados apresentados na Tabela 23 
evidenciam a existência de diferenças entre as diferentes regiões de hot-spots 
identificadas na interface da FTase. As regiões A1, A2, e os restantes hot-spots 
identificados na subunidade α têm contribuições médias de ΔΔEelectrostatic de 2,03, 0,46 
e 2,89 kcal/mol, respetivamente. As regiões B1 e B3 tem contribuições negativas para 
ΔΔEelectrostatic (-8,34 e -4,52 kcal/mol, em média), enquanto a região B2 tem um forte 
contributo positivo para ΔΔEelectrostatic (13,11 kcal / mol). Estas tendências refletem a 
natureza eletrostática das várias regiões, com A1 e A3 compostas principalmente por 
aminoácidos hidrofóbicos, com A2 contendo vários resíduos carregados mas sendo 
principalmente não-polar, B1 sendo carregada negativamente, B3 tendo excesso de 
carga negativa, e B2 tendo um claro excesso de carga positiva. Os valores médios de 
ΔΔEvdDW e ΔΔGNonPolarSolv são semelhantes entre as regiões, e as contribuições médias 
de ΔΔGPolarSolv estão de acordo com as observações feitas para ΔΔEelectrostatic. 
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6.3.5. Análise de SASA  
 
Bogan e Thorn na sua seminal obra Anatomy of hot-spots in protein interfaces 
descobriram a existência de uma correlação muito pequena entre área superficial 
enterrada e a energia de ligação e concluíram que a oclusão do solvente nos 
complexos proteína-proteína é um requerimento necessário, mas por si só insuficiente, 
para a ocorrência de hot-spots. Para avaliar esta característica, a análise energética 
efetuada para os aminoácidos da interface em termos de ΔΔGbind  foi complementada 
com o cálculo da área superficial acessível ao solvente, SASA, com o objetivo de 
correlacionar a contribuição energética de cada aminoácido com a sua acessibilidade 
ao solvente no complexo FTase. Estes valores estão apresentados na Tabela 21 e na 
Tabela 22 e incluem as SASA calculadas para cada resíduo, considerando-se o 
dímero completo (SASAdimer) e considerando-se apenas os resíduos da subunidade do 
resíduo avaliado (SASAmonomer). Dada a diversidade de tamanhos dos diferentes 
aminoácidos da interface estes valores são apresentados como uma percentagem do 
potencial SASA para o resíduo livre. Segundo a convenção usada neste estudo, um 
SASAmonomer elevado indica que um determinado resíduo é mal blindado pelos resíduos 
da sua subunidade e, por isso, é exposto ao solvente e/ou aos resíduos da outra 
subunidade, enquanto que um SASAmonomer baixo indica que determinado resíduo é 
altamente protegido de outras interações por resíduos da sua própria subunidade. 
Analogamente, um SASAdimer elevado ilustra que, no dímero, um determinado resíduo 
é muito exposto ao solvente, enquanto que um SASAdimer baixo indica que 
determinado resíduo é extremamente protegido pelas duas subunidades. A partir da 
diferença entre SASAdimer e SASAmonomer, (descrito como SASA perdida na 
dimerização, SASA lost upon dimerization), é possível obter uma ideia da contribuição 
em termos de área superficial de interação de cada resíduo para a interface da 
subunidade (valores expressos em percentagem e em área). 
Os valores médios de SASA são apresentados na Tabela 20 para os hot-spots, warm-
spots e null-spots identificados. Os hot-spots têm claramente uma SASA elevada 
quando são considerados apenas os resíduos da sua própria subunidade, 
SASAmonomer, com 35,3% da sua área de superfície potencialmente livre para a 
interação com a outra subunidade e/ou com moléculas de solvente, um valor que 
diminui para 3,5% no dímero (redução média de 93,5 Å2 por resíduo). Em particular, os 
hot-spots Val87α, Val88α, Asp97β, Glu236β, Met245β, Glu246β, Arg280β e Gln281β 
têm valores médios de SASAdimer de 1,0%, ou inferior, com uma perda de SASA na 
dimerização superior a 120,0 Å2 para os resíduos Val88α, Tir131α, Tir200α, Ile351α, 
Tir355α e Trp235β. Os warm-spots são menos expostos quando se considera apenas 
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o monómero (30,0%) e após a formação do dímero o correspondente SASA diminui 
para 9,7%, o que representa uma diminuição média de 58,1 Å2 por aminoácido, ou 
seja 21% (diminuição máxima para a Arg232α com 146,5 Å2 e para a Tir147β com 
118,5 A2). Os null-spots interagem preferencialmente com a sua própria subunidade, 
exibindo uma SASAmonomer média de apenas 25,2%, um valor que diminui ligeiramente 
quando se considera o dímero, representando um decrescimo médio de 34,0 A2 da 
potencial SASA do aminoácido (12,1%). 
 
6.3.6. Análise das pontes de hidrogénio estabelecidas na 
interface 
 
É pertinente mostrar as principais pontes de hidrogénio estabelecidas na interface da 
FTase. As pontes de hidrogénio mantêm os monómeros juntos de modo a formar um 
dímero estável. Foi realizada uma análise de todas as pontes de hidrogénio 
estabelecidas entre os resíduos provenientes dos dois monómeros. A Tabela 24 
apresenta as pontes de hidrogénio estabelecidas na interface da FTase durante mais 
de 40% da simulação MD, a sua percentagem de ocupação, a distância média da 
ponte de hidrogénio entre os dois átomos pesados envolvidos, o tempo de vida médio 
e a ocupação máxima ao longo do período de simulação MD considerado.  
Estão presentes durante mais de 40% da simulação MD 21 pontes de hidrogénio entre 
as subunidades da FTase. Observa-se que as pontes de hidrogénio envolvem, pelo 
menos, um hot-spot ou warm-spot em 95% dos casos, ou seja, em 20 pontes de 
hidrogénio. Apenas uma ponte de hidrogénio, entre os resíduos Lys198α e Arg291β, 
não envolve um hot-spot ou warm-spot. As duas pontes de hidrogénio do topo da 
tabela, (Glu246β-Ser235α e Glu246β-Asn234α), com percentagem de ocupação 
superior a 80%, envolvem o mesmo hot-spot do monómero β e dois warm-spots 
diferentes do monómero α. Entre o hot-spot Glu198β e o null-spot Arg173α é também 
estabelecida uma ponte importante (a terceiro da tabela). As pontes de hidrogénio 
estabelecidas entre hot spots, Glu281β-Arg352α, Glu274α-Gln281β, Glu274α-
Arg280β, Glu246β-Tir200α, Glu274α-Arg280β também são particularmente 
importantes. As pontes de hidrogénio estabelecidas ao longo da interface e 
mencionadas neste parágrafo, podem ser consideradas como alvos particularmente 
importantes para a inibição da formação do dímero de FTase.  
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Tabela 24 - Pontes de hidrogénio na interface da FTase presentes durante mais de 40% da simulação MD, a sua 
percentagem de ocupação, a distância média da ponte de hidrogénio entre os dois átomos pesados envolvidos, o 
tempo de vida médio e a ocupação máxima ao longo dos 10ns de simulação. 
 
Dador Aceitador 
%Ocupação 
Distância 
Média  Tempo de vida médio  
Ocupação 
máxima   
Resíduo Átomo Resíduo Átomo1 Atomo2 (Å) (ps) (ps) 
Glu246β OE2 Ser235α HG OG 88,57 2,67 (0,12) 41,2 170 
Glu246β OE1 Asn234α HD22 ND2 80,13 2,82 (0,09) 17,7 55 
Glu198β OE2 Arg173α HH22 NH2 78,03 2,81(0,09) 10 34 
Gln48β* OE1 Arg232α HH12 NH1 70,20 2,83 (0,09) 7,1 18 
Gln146β OE1 Arg104α* HH21 NH2 68,93 2,85 (0,09) 6,7 24 
Asp97β OD1 Arg104α* HH12 NH1 67,10 2,83 (0,09) 7,1 39 
Tyr147β O Tyr131α HH OH 66,43 2,81 (0,11) 6,1 16 
Asp97β O Arg104α* HH22 NH2 65,57 2,84 (0,09) 6,3 30 
Asn273α OD1 Asn293β HD21 ND2 55,53 2,86 (0,08) 4,7 13 
Gln281β O Arg352α HE NE 55,43 2,86 (0,08) 4,9 22 
Glu274α OE2 Gln281β HH22 NH2 53,33 2,81 (0,09) 15,4 39 
Lys348α
* O Arg283β HH12 NH1 52,6 2,86 (0,09) 4,6 16 
Glu274α OE1 Arg280β HH12 NH1 52,47 2,84 (0,09) 5,7 21 
Lys198α O Arg291β HH22 NH2 52,33 2,86 (0,08) 4,5 12 
Gly244β? O Asn238α HD21 ND2 49,43 2,88 (0,08) 4,1 11 
Glu246β O Tyr200α HH OH 49,30 2,83 (0,11) 4,1 15 
Glu198β OE1 Arg173α HH12 NH1 48,67 2,84 (0,09) 5,3 22 
Ser275α OG Asn293β HD22 ND2 47,30 2,87 (0,08) 4,3 12 
Glu274α OE2 Arg280β HH12 NH1 43,73 2,85 (0,09) 4,7 19 
Gln146β OE1 Arg104α* HE NE 41,10 2,87 (0,08) 3,8 22 
Ser279β O Arg352α HH21 NH2 40,13 2,83 (0,09) 5,0 15 
 
 
Os resíduos identificados na Tabela 24 com um asterisco não são resíduos da 
interface, são resíduos que estabelecem interações importantes com os resíduos de 
interface, devido à sua proximidade e complementaridade de carga. Por exemplo, a 
Lys348α não é um hot-spot, mas o oxigénio da cadeia principal estabelece uma 
importante interação com o hot-spot Arg283β. A Gly244β é um resíduo da interface 
que estabelece uma ponte de hidrogénio importante com o hot-spot Asn238α. Este 
resíduo não foi identificado como hot, warm ou null-spot porque as glicinas não podem 
ser estudadas com ASM e não é habitual apresentarem-se como hot-spots comuns, 
no entanto, a SASA indica uma pequena exposição ao solvente quando o dímero é 
formado. Globalmente, estes resultados fornecem uma explicação ao nível atómico 
para a tendência energética observada a partir dos resultados de ASM computacional, 
demonstrando a importância das pontes de hidrogénio na contribuição energética que 
cada resíduo tem para a formação do dímero.  
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6.4. CONCLUSÕES 
 
Neste capítulo, foi apresentada uma análise atomística detalhada da interface da 
FTase, um alvo farmacológico importante para o desenvolvimento de novas drogas. 
Em particular, foi avaliada a contribuição energética de todos os aminoácidos da 
interface desta enzima heterodimérica, na tentativa de identificar os mais importantes 
e determinantes para a formação do dímero. Esta análise foi complementada com o 
estudo de todas as ligações de hidrogénio formadas entre as duas subunidades da 
FTase e da área superficial acessível ao solvente de todos os aminoácidos da 
interface, fornecendo dados importantes para o desenvolvimento de novos inibidores 
da FTase destinados a bloquear a associação das duas subunidades, impedindo 
assim a formação do dímero da FTase.  
Os resultados de ASM destacam 24 resíduos como os mais importantes para a 
formação do dímero, 13 da subunidade α e 11 da subunidade β. Destes, as mais 
importantes contribuições são estabelecidas pelos resíduos Tir358α, Asn238α, 
Glu274α, Val88α, Tir200α, Glu246β, Arg283β e Met245β. Mutar um destes resíduos 
por uma alanina causa uma desestabilização do dímero de mais de 8 kcal/mol. 
Curiosamente, 83% dos hot-spots identificados estão localizados nas regiões mais 
desordenadas, em zonas de ligação de hélices diferentes, e não sobre as hélices, num 
total de 29 hélices que constituem o enzima. 
Os hot-spots identificados também se apresentam como os principais contribuidores, 
em termos de área, para a subunidade do dímero, com cada um dos hot-spots 
identificados a perder, em média, 93,5 Å2 de área de superfície acessível ao solvente 
após a formação do dímero .Os hot-spots da subunidade α apresentaram uma maior 
contribuição média para a formação do dímero do que os da subunidade β (8,11 
kcal/mol e 105,9 Å 2 de SASA perdido na subunidade α e 6,57 kcal/mol e 105,9 A2 de 
SASA perdido na subunidade β). Este estudo mostra que as principais pontes de 
hidrogénio entre os resíduos de diferentes subunidades envolvem hot-spots e/ou 
warm-spots, nomeadamente os resíduos Glu246β, Asp97β, Tir131α, Gln281β e 
Arg352α.  
Inibidores destinados a estabelecer ligações com os resíduos identificados neste 
estudo como hot-spots ou warm-spots ou a interferir/perturbar as pontes de hidrogénio 
mais relevantes e persistentes observadas no decurso das simulações MD terão maior 
probabilidade de bloquear a formação do dímero (forma da FTase totalmente ativa). 
As particularidades da FTase aqui apresentadas devem ser tidas em conta na 
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conceção futura de medicamentos e em estudos de desenvolvimento com esta enzima 
importante. 
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submitted. 
 
 
Capítulo 7 
Estudos com o 
VEGF 
“The important thing in science is 
not so much to obtain new facts 
as to discover new ways of 
thinking about them.” 
       …….        Sir William Bragg 
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7.1. Introdução 
 
O método de Integração Termodinâmica, TI, é o método computacional mais preciso e 
exacto para calcular energias de ligação. Na última década, o método computacional 
ASM baseado no MM-PBSA e desenvolvido no nosso grupo por Moreira et al. tem 
provado fornecer resultados particularmente exatos, precisos e confiáveis no cálculo 
de diferenças de energia de ligação, ΔΔGbind ,, para mutações por alaninas de resíduos 
de interface proteína:proteína. A principal questão a que se tenta responder neste 
capítulo é: “Quão competitivo, em termos de exatidão e tempo computacional, é o 
ASM computacional baseado no MM-PBSA em relação ao TI, no cálculo de diferenças 
de energia de ligação para mutações por alanina?” Para responder a isto são 
comparados os resultados dos dois métodos usando como referência o complexo 
formado entre o dímero do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o seu 
recetor FLT1. Os resultados demonstram que o método computacional ASM usado, 
para além de ser muito mais rápido, permite obter valores de ΔΔGbind  para mutações 
por alanina com o mesmo nível de exatidão que o método de TI, mas usando apenas 
uma fração do tempo necessário para executar TI computacionalmente, sendo por 
isso eficiente para a avaliação sistemática de interfaces proteína:proteína.  
7.1.1. Associação proteína:proteína  
 
As proteínas participam em quase todos os níveis da função celular. No entanto, elas 
não desempenham a sua função sozinhas, precisam de se associar a outras 
moléculas, nomeadamente a outras proteínas, de modo a cumprir a sua função 
biológica.24 Compreender a associação proteína-proteína e ser capaz de determinar os 
resíduos cruciais responsáveis pela sua associação tem sido objeto de intensa 
pesquisa nas últimas décadas. Bogan e Thorn demonstraram que apenas alguns 
resíduos da interface proteína-proteína são responsáveis pela ligação: hot-spots e 
warm-spots.378 Hot-spots e warm-spots são resíduos que após mutação por alanina 
geram uma diferença de energia de ligação (ΔΔGbind) superior a 2,0 kcal/mol, conforme 
discutido no capítulo anterior. 378 A correta deteção destes resíduos é fundamental, 
com aplicação prática no desenho racional de novos medicamentos e na engenharia 
de proteínas. 
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7.1.2. ASM computacional versus Integração Termodinâmica  
 
 O ASM tem sido amplamente aplicado na caraterização destas interfaces. No entanto, 
o ASM experimental é uma tarefa dispendiosa e demorada, que exortou a 
necessidade de métodos teóricos rápidos e precisos. Inúmeros algoritmos, de 
complexidade crescente, têm sido usados para calcular energias de ligação entre 
moléculas biológicas. Estes podem ser divididos essencialmente em três tipos: 
funções empíricas ou simples métodos físicos que usam modelos simplificados 
baseados no conhecimento modelos simplificados para avaliar associações 
complexas, métodos totalmente atomísticos que estimam energias de ligação como 
um resultado de mutação dos resíduos das moléculas que interagem, ou, mais 
recentemente, aproximações baseadas em funcionalidades.25 As abordagens 
baseadas em funcionalidades tendem a ser mais qualitativas do que quantitativas.334, 
418-423 Portanto, um método quantitativo e atomístico ASM ainda é fundamental para 
detetar estes resíduos. 
A energia de ligação é, provavelmente, a quantidade mais importante na 
termodinâmica e um dos temas centrais na biofísica. No entanto, para muitos sistemas 
relevantes com configurações locais de mínimos de energia separadas por barreiras 
de energia, o cálculo desta quantidade de um modo eficiente e preciso é ainda um 
grande desafio na química computacional. A Integração Termodinâmica (TI) é a 
escolha chave para realizar cálculos precisos de energia de ligação de complexos 
protéicos. Este método rigoroso, produz diferenças de energia de ligação precisas que 
dependem da amostragem de equilíbrio de um caminho de transformação inteiro, do 
estado inicial para o final. O TI é implementado numericamente, recorre a um ciclo 
termodinâmico e ao fato de que a energia de ligação é uma função de estado. Como a 
amostragem estatística terá de ser suficiente, TI é um método computacional muito 
intensivo, o que limita a sua utilização quando se pretende avaliar um grande número 
de perturbações estruturais. Uma abordagem metodológica, que se tornou muito 
atraente nos últimos anos para estimar energias de ligação em complexos proteína-
proteína é o método MM-PBSA125, 206, 384. Este método é uma abordagem totalmente 
atomística que combina mecânica molecular e solvatação em contínuo. Há alguns 
anos atrás, o grupo onde me insiro desenvolveu uma abordagem metodológica 
baseada no MM-PBSA mas acrescentando o uso de constantes dielétricas diferentes 
quando diferentes resíduos estão a ser mutados por alaninas. A amostragem 
conformacional, o relaxamento e reorganização devido à mutação para uma alanina 
não são explicitamente incluídos no formalismo. Portanto, o escalonamento do 
parâmetro macroscópico constante dieletrica interna para valores maiores quando 
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maiores reorganizações são esperadas imita esses efeitos. Ao utilizar apenas um 
conjunto de três constantes dielétricas internas, exclusivamente caraterísticas do 
aminoácidos mutados (2 para os ácidos aminoácidos não-polares, 3 para os resíduos 
polares, e 4 para os aminoácidos carregados mais a histidina), foi possível aumentar a 
concordância com os resultados experimentais para os valores de ΔΔGbind . Com o 
objetivo de comparar a variante do ASM computacional baseada no MM-PBSA com 
um método tão preciso quanto TI optou-se por aplicar ambos os métodos ao complexo 
formado entre o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e um dos seus 
recetores. 
 
7.1.3. Complexo VEGF:FLT1 
 
O VEGF é um fator de crescimento pleiotrópico com vários efeitos biológicos, tais 
como a proliferação de células endoteliais, sobrevivência e migração, o influxo de 
cálcio, a formação de estruturas tubulares de células endoteliais, e permeabilidade dos 
vasos e vasodilatação.424 VEGF é um regulador chave da angiogénese e atua através 
de recetores endoteliais específicos de tirosina quinases (VEGFRs), tais como 
VEGFR-1 (ou Flt-1, fms-like tyrosine-quinase 1). A sua importância biológica e a sua 
interface típica tornam-na um caso de teste perfeito. O dímero de VEGF é constituído 
por 2 monómeros colocados numa orientação lado a lado e ligados por duas pontes 
dissulfureto e o eixo duplo é perpendicular aos planos das folhas β. No dímero, existe 
um núcleo hidrofóbico que é parte da região de ligação ao recetor, e é formado pelos 
resíduos do loop β1 a β3 e segmento de β5 a β6 de um monómero, e a α-hélice N-
terminal do outro monómero. Figura 30. As atividades endoteliotrópicas da família 
VEGF são mediadas através de recetores de tirosina-quinases específicos da VEGF 
como o FLT1. Os pólos do dímero de VEGF apresentam-se numa interação 
predominantemente hidrofóbica e plana com a FLT1425, 426. Figura 30. Para análise 
completa deste complexo ver, por favor, Wiesmann et al.427  
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Figura 30. Representação em cartoon do dímero da VEGF, (monómero α a verde e 
monómero β a azul), e do dímero da FLT1, (um monómero a vermelho e o outro a 
cinza). PDBID:1FLT. 
 
7.2. Detalhes computacionais  
 
7.2.1. Configuração do sistema  
 
O sistema usado como referência foi o complexo formado entre o fator de crescimento 
endotelial vascular e o recetor FLT-1, PDBID: 1FLT427. O estado de protonação dos 
resíduos diferentes foi determinada utilizando o servidor PDB2PQR em 
http://kryptonite.nbcr.net/pdb2pqr/428 pela metodologia PROPKA.147, 429 
  
7.2.2. ASM  
7.2.2.1. Simulações de dinâmica molecular  
  
As simulações MD foram realizadas utilizando o AMBER9391 com o campo de forças 
amberff99 e as cargas de Cornell et al..116 Foram feitas duas simulações diferentes do 
sistema em estudo, uma em solvente implícito usando o modelo Generalizado de 
Born,430 e outro utilizando moléculas de água explícitas do tipo TIP3P . O complexo foi 
solvatado por águas explícitas que se estendiam 10 Å para além de qualquer um dos 
átomos das bordas da proteína. Em cada uma das simulações, o sistema foi 
inicialmente minimizado para remover os maus contatos, usando o algoritmo “steepest 
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descent” seguido do conjugate gradient. Os sistemas foram então submetidos a um 
processo de aquecimento durante 2ns, durante o qual a temperatura foi gradualmente 
aumentada até atingir (conjunto NVT), seguido de 6ns de simulação em condições 
NPT. Foi utilizado o termóstato de Langevin204, 431 e as interações eletrostáticas foram 
calculadas usando o método PME432. O algoritmo SHAKE foi usado para constranger 
as ligações de hidrogénio.124 As equações de movimento foram integradas com um 
passo temporal de 2fs e as interações não ligadas foram truncadas com um raio de 
corte de 16Å e um de 10 Å para as simulações em solvente implícito e explícito, 
respetivamente. As estruturas finais de ambas as minimizações, (em solvente explícito 
e implícito), bem como as trajetórias das simulações MD foram submetidos ao 
protocolo ASM. 
 
7.2.2.1. Protocolo ASM  
 
O MM-PBSA206 integrado no pacote de programas do AMBER9 foi utilizado para 
calcular diferenças de energia de ligação (ΔΔGbind ) para as mutações por alanina. O 
MM-PBSA combina uma abordagem contínua para modelar as interações do solvente 
com uma abordagem baseada em MM para modelar atomisticamente as interações 
proteína-proteína. Isto proporciona rapidez e precisão e tem sido bastante usada nos 
últimos anos.25, 125, 206, 388, 389, 406, 433-438 O MM-PBSA desenvolvido por Massova et al.206 
foi melhorado por Moreira et al.25 e pode agora ser aplicado com uma precisão de 1 
kcal/mol. Para gerar a estrutura dos mutantes de alanina, foi feito um truncamento 
simples à cadeia lateral mutada, substituindo Cγ por um átomo de hidrogénio, e 
definindo a direção da ligação Cβ-H da alanina como a antiga Cβ-Cγ. No caso das duas 
simulações MD, para os cálculos da energia de ligação, foram extraídas 320 estruturas 
do último nanosegundo de simulação. As estruturas minimizadas foram também 
submetidas ao mesmo protocolo. ΔΔGbind  é definida como a diferença entre os 
complexos sem mutação, 
wtFLTVEGF
G 1: , e o complexo mutado, mutFLTVEGFG 1: :  
 
bindG = mutFLTVEGFG 1: - wtFLTVEGFG 1:  (139) 
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As contribuições típicas para a energia de ligação incluem a energia interna (ligação, 
diedro, e ângulos), as interações eletrostática e de van der Waals, a energia de 
solvatação polar, a energia de solvatação não polar, e a contribuição entrópica:  
 
moleculeG = ernalEint + ticelectrostaE + vdWE + tionpolarsolvaG + tionpolarsolvanonG  -TS   (140) 
  
Para os cálculos de energias relativas entre complexos estritamente relacionados, 
assume-se que a contribuição entrópica é desprezável, uma vez que se anulam na 
equação anterior.125 Os três primeiros termos da equação 140 foram calculados sem 
qualquer corte. A tionpolarsolvaG  foi calculada resolvendo a equação de Poisson-
Boltzmann com o programa DELPHI.137, 138 Neste método contínuo, a proteína é 
modelada como um continuo dielétrico de baixa polarizabilidade incorporado num meio 
dielétrico de alta polarizabilidade. Foi usado um conjunto de valores para os 
parâmetros do DELPHI que num estudo anterior provaram constituir um bom 
compromisso entre precisão e velocidade de computação.205 Assim, foi utilizado um 
valor de 2,5 grids/Å para a escala; um valor de 0,001 kT/c para o critério de 
convergência; 90% para o enchimento da caixa da grelha; e o método Coulombic para 
definir os potenciais nos limites da grelha de diferença finita. O limite dielétrico foi 
considerado como a superfície molecular definida por uma probe sphere de 1,4 Å e 
por esferas centradas em cada átomo com raios retirados do conjunto de raios de vdW 
de Parse.439 O aspeto chave da metodologia usada e a utilização de um conjunto de 
três valores para as constantes dielétricas que pretendem imitar o rearranjo esperado 
após mutação por alanina (2 para os resíduos não polares, 3 para os resíduos polares 
e 4 para os resíduos carregados e para a histidina). É importante salientar que foi 
utilizada apenas uma trajetória para a análise computacional uma vez que tem dado 
melhores resultados.25 A reorientação da cadeia lateral é implicitamente incluída no 
formalismo aumentando a constante dielétrica interna. A contribuição não polar para a 
energia de solvatação devido a interações de vdW entre o soluto e o solvente foi 
modelada como um termo dependente da área superfícal acessível ao solvente 
(SASA) da molécula. Foi estimada como 0,00542*SASA+0,92 usando o programa 
molsurf desenvolvido por Mike Connolly.440 Como uma mutação sistemática de 
resíduos em interfaces proteína-proteína (PPI) é um processo meticuloso 
recentemente foi desenvolvido um plugin para o VMD410 ( http: / / compbiochem.org / 
Software / compasm / home.html ).441 Este plugin foi usado neste trabalho e tem uma 
interface gráfica acessível.  
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7.2.2. Integração Termodinâmica   
 
A Integração Termodinâmica (TI) expressa a diferença de energia de ligação entre 
dois estados através da amostragem de configurações de estados (ver capítulo 2). O 
método TI foi usado para calcular a diferença de energia de ligação, ΔΔGbind , da 
mutação de um resíduo da interface por uma alanina com o objetivo de testar a 
eficácia do método ASM. O ΔΔGbind  foi calculado usando o ciclo termodinâmico 
apresentado abaixo. Figura 31 
 
 
Figura 31 - Ciclo termodinâmico para o cálculo da diferença de energia de ligação entre o resíduo original e o resíduo 
mutado por alanina no complexo VEGF:FLT1.  
wtFLTVEGF
G 1: e mutFLTVEGFG 1: são energias de ligação para o complexo e o mutante, respetivamente, ambos na 
forma de complexo. 
mutwt FLTVEGFFLTVEGF
G
1:1: 
  e 
mutwt VEGFVEGF
G

 são energias de ligação da transmutação do 
resíduo original no mutante no complexo e na VEGF, respetivamente. (Note-se que este esquema representa uma 
mutação na VEGF, mas pode ser igualmente aplicado a mutações no recetor FLT1).  
 
A partir do ciclo termodinâmico obtêm-se as seguintes equações:  
 
bindG = mutFLTVEGFG 1: - wtFLTVEGFG 1:  (141) 
 
            bindG = mutwt FLTVEGFFLTVEGFG 1:1:  - mutwt VEGFVEGF
G

  (142) 
 
Precisam de ser simuladas duas transformações, a transformação do resíduo original 
em alanina no complexo, 
mutwt FLTVEGFFLTVEGF
G 1:1:  , e a transformação do resíduo original 
em alanina na VEGF, 
mutwt VEGFVEGF
G

 . Para as simulações das transformações sejam 
mais estáveis, as duas transformações foram divididas em três etapas cada: Na 
primeira etapa, as cargas atómicas parciais nos átomos da cadeia lateral são 
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removidas, (ΔG1); na segunda, os raios e potenciais de vdW são transformadas dos 
valores wt para os resíduos alanina, (ΔG2), finalmente, são criadas as cargas atómicas 
parciais nos átomos da cadeia lateral para os valores de alanina, (ΔG3). As 
transformações foram feitas em sub etapas porque ter uma carga diferente de zero 
num átomo enquanto as interações de vdW com o meio envolvente poderão originar 
instabilidades na simulação bem conhecidas. Também, por razões de estabilidade na 
simulação, foram usados potenciais soft-core na sub etapa 2, que são potenciais de 
Lennard Jones modificados que impedem instabilidades na simulação devido ao 
truncamento do potencial para pequenos valores de energia para raios pequenos ou 
nulos. Mais uma vez se salienta que é impossível atribuir diretamente partição 
Coulombica ou de vdW para a energia total uma vez que ambas dependem do 
caminho.  
Obtêm-se assim as seguintes equações,  
 
321
VEGFVEGFVEGFVEGFVEGF
GGGG
mutwt

   (143)
 
 
3
1:
2
1:
1
1:1:1: FLTVEGFFLTVEGFFLTVEGFFLTVEGFFLTVEGF GGGG mutwt     (144)  
 
)()( 3213 1:
2
1:
1
1: VEGFVEGFVEGFFLTVEGFFLTVEGFFLTVEGFbind
GGGGGGG 
  
(145) 
 
A energia de cada sub-etapa de cada transformação foi calculada com o programa 
AMBER10.442 Cada sub-etapa foi realizada em solvente explícito e com condições 
periódicas de fronteira para 9 valores de λ (0,00, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40, 0,50, 0,60, 
0,70, 0,80, 0,90). Para cada lambda de cada sub-etapa realizaram-se 500 passos de 
minimizaηγo em “steepest descent”, 50 ps para equilibrar a densidade e 200ps de 
produηγo nas condiηυes NPT. O tempo total de simulaηγo da mutaηγo de apenas um 
resνduo em alanina foi de 13500 ps. Os valores de 



 )(V
 foram recolhidos na 
produção de forma independente para cada lambda. Um passo temporal de 1 fs foi 
usado em conjunto com o algoritmo SHAKE. Somas de Ewald com um raio de corte de 
9Å, escalonamento da pressão isotrópica e um termóstato do tipo Langevin para 
manter a temperatura a 300K, foram também utilizados. Cada sistema foi centrado 
numa caixa de águas cúbica com uma distância mínima de 12Å de qualquer átomo da 
proteína ao limite da caixa. O campo de forças do AMBER de Cornell e tal. foi usado 
para todos os aminoácidos padrão.116 O modelo de água usado foi o TIP3P.  
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7.3. Resultados e discussão 
 
O método ASM experimental é demorado, trabalhoso e caro. As simulações em 
computador têm vantagens, não só porque permitem obter estimativas mais rápidas 
da diferença de energia de ligação mas tambeém porque permitem uma melhor 
compreensão da natureza da formação do complexo em termos das suas 
caraterísticas biofísicas, porque adicionam uma visão molecular nas propriedades 
macroscópicas medidas. O ASM computacional é uma ferramenta que, se 
devidamente utilizada, pode ajudar o ASM experimental, tornando-o mais capaz e 
mais rentável. Um ASM computacional confiável permitirá minimizar o número de 
ensaios experimentais realizados, uma vez que identifica os resíduos que certamente 
serão hot-spots e os que serão null-spots. Portanto, é importante encontrar um método 
atomístico e quantitativamente preciso, capaz de reproduzir os valores experimentais 
de mutagénese. A fim de comparar o método ASM baseado no MM-PBSA como o 
método TI, calculou-se bindG com ambas as alternativas metodológicas para os 
resíduos de VEGF que interagem com o FLT1. Os valores experimentais de 
bindG foram utilizados como referência.
443 Também foram comparados para ambos 
os métodos as vantagens e desvantagens, a gama de aplicabilidade e limitações, o 
desempenho esperado, a precisão e a exatidão de cada um deles.  
  
7.3.1. Interface VEGF: FLT1  
 
A elevada importância biológica e a pequena área interfacial fazem do complexo 
VEGF:FLT1 um caso teste perfeito para a comparação e desenvolvimento de métodos 
computacionais. Para diminuir o tempo computacional envolvido nos cálculos com 
ambos os métodos foi usado o dímero da VEGF mas apenas um monómero da FLT1, 
excluiu-se o monómero representado a cinzento na Figura 30.  
Os resíduos da interface considerados para este estudo foram Lys16α, Tir21α e 
Leu66α do monómero α e Ile46β e His86β do monómero β. A Figura 32 evidencia 
estes resíduos. Para uma comparação representativa dos métodos, para além de se 
usarem resíduos provenientes dos dois monómeros usaram-se resíduos de VEGF 
com diferentes afinidades para o recetor FLT1, diferentes polaridades e diferentes 
tamanhos de cadeia lateral. Os resíduos Lys16α, Tir21α, Leu66α, Ile46β e His86β têm 
diferentes valores experimentais de ΔΔGbind , respetivamente, 0,35, 2,85, 2,28, 0,82, e 
0,00 kcal/mol.443 Tir21α e Leu66α são hot-spots de acordo com a definição 
apresentada na introdução.  
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Figura 32 - Representação da interface entre o dímero VEGF e um monómero FLT1, destacando Tyr21 e Leu66 a 
vermelho (hot-spots), Lys16 e Ile46 a laranja e His186 a amarelo (PDBID: 1FLT). O monómero 1 e 2 do VEGF são 
representados a tubo preto e cinza, respetivamente, o recetor FLT1 está representado a superfície azul claro.  
 
7.3.2. Método de ASM  
 
As estruturas finais de ambas as minimizações, em solvente explícito e implícito, bem 
como as trajetórias das simulações MD, em solvente explícito e implícito, foram 
submetidas ao protocolo ASM. A Figura 33 ilustra os valores do desvio de cada uma 
das estruturas ao longo das simulações MD em relação à estrutura inicial, rmsd, para 
todos os aminoácidos do complexo VEGF:FLT1. Os resultados mostram que para 
ambas as simulações, no último nanosegundo, de onde foram retiradas as 350 
estruturas para os cálculos de ΔΔGbind , o sistema se encontra em equilíbrio.  
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Figura 33 – Análise do rmsd do complexo VEGF:FLT1 nas simulações MD (implícito e explicito).  
 
Os valores de ΔΔGbind  obtidos com o protocolo ASM são apresentados na Tabela 25. 
São apresentados os valores obtidos com MD em solvente implícito (350 estruturas), 
em solvente implícito com mecânica molecular (1 estrutura), com MD em solvente 
explicito (350 estruturas) e em solvente explicito com minimização apenas (1 
estrutura). São também apresentadas as incertezas dos valores calculados e as 
comparações com os valores experimentais. Para simplificar, na tabela será usado 
ΔΔG em vez de ΔΔGbind . Os resultados de ΔΔGbind .provenientes da mecânica 
molecular apresentam a pior concordância com os valores experimentais, em 
particular os provenientes da MM em solvente implícito, com um desvio médio do valor 
experimental de 2,50 kcal/mol e uma diferença máxima de 4,32 kcal/mol. O desvio 
padrão SD, definida como 
n

, onde n é o número de estruturas extraídas e σ é o 
desvio padrão entre as estruturas, não é apresentado para os resultados MM porque 
estes baseiam-se apenas numa estrutura, a estrutura MM optimizada. Como 
esperado, um minimização extremamente rápida com apenas uma estrutura 
submetida ao protocolo ASM não é suficiente para obter resultados exatos.  
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Tabela 25- Diferenças de energia de ligação, ΔΔGbind , obtidas com o protocolo ASM São também apresentadas as 
incertezas e as diferenças relativamente aos valores experimentais. Todos os valores estão em kcal/mol.  
M
u
ta
ç
ã
o
 
Δ
Δ
G
e
x
p
 
MM-PBSA 
Solvente Implícito Solvente Explícito 
MD MM MD MM 
ΔΔG SD |ΔΔGMMPBSA
-ΔΔGexp| 
ΔΔG |ΔΔGMMPBSA
-ΔΔGexp| 
ΔΔG SD |ΔΔGMMPBSA
-ΔΔGexp| 
ΔΔG |ΔΔGMMPBSA
-ΔΔGexp| 
Lys16
αAla 
0,35 0,03 0,74 0,32 -1,27 1,62 0,57 0,99 0,22 0,75 0.40 
Tyr21
αAla 
2,85 2,14 1,00 0,71 -1,47 4,32 3,92 1,30 1,07 1,09 1.76 
Leu66
αAla 
2,28 1,37 1,20 0,91 -1,18 3,46 1,98 1,47 0,30 0,62 1.66 
Ile46β
Ala 
0,82 0,02 1,20 0,80 -1,54 2,36 0,01 0,64 0,81 -0,17 0.99 
His86
βAla 
0,00 0,06 0,80 0,06 -0,75 0,75 -2,01 1,16 2,01 0,70 0.70 
Média - <0,99> <0,56> - <2,50> - <1,11> <0,88> - <1,10> 
Máximo  - 1,20 0,91 - 4,32 - 1,47 2,01 - 1,76 
ΔΔG é o ΔΔGbind ; ΔΔGExp é o ΔΔGbind  experimental; ΔΔG MMPBSA é o ΔΔGbind  obtido com o protocolo ASM; SD é o 
desvio padrão; | ΔΔG MM-PBSA-ΔΔGexp | diferença, em módulo, entre o valor teórico obtido com o protocolo ASM baseado 
no MM-PBSA e o valor experimental; MM significa mecânica molecular e MD dinâmica molecular.  
 
Existem diferenças entre os resultados obtidos com MD em implícito e os obtidos com 
MD explicito ao nível da precisão, (relacionada com desvio-padrão, a capacidade da 
medida ser consistentemente reproduzida), da exatidão (proximidade do valor 
experimental) e da fiabilidade (erro máximo). Existem diferenças significativas nos 
resultados individuais, com desvios padrão de 0,74 a 1,20 kcal/mol em solvente 
implícito e de 0,64 a 1,47 kcal/mol em solvente explícito. Os resultados em implícito 
são, portanto, mais precisos. Relativamente aos valores experimentais, são obtidas 
diferenças mais significativas em explícito, com um erro médio 0,88 kcal/mol e um erro 
máximo de 2,01 kcal/mol, enquanto que os erros médio e máximo da MD em solvente 
implícito são mais baixos, 0,56 kcal/mol e 0,91 kcal/mol, respetivamente. Deste modo, 
os resultados em solvente implícito são também mais exatos.  
O erro máximo em solvente explícito corresponde à mutação da His86β em Ala, o 
único resíduo para o qual o valor de ΔΔGbind com a respetiva incerteza, -2,01±1,16 
kcal/mol, não inclui o valor experimental (0,00 kcal/mol). A His86 β é um resíduo 
particularmente exposto ao solvente, Figura 32. O valor de ΔΔGbind  obtido com MD em 
solvente implícito difere apenas 0,06 kcal/mol do valor experimental, provavelmente 
devido à exploração mais completa do espaço conformacional. O uso de solvente 
implícito para calcular ΔΔGbind permitiu uma maior concordância com os valores 
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experimentais. Para além desta concordância, outras razões levam à preferência pelos 
resultados MD em solvente implícito, nomeadamente, o menor tempo de simulação 
necessário, a exploração mais completa do espaço conformacional, o menor tempo 
necessário para equilibrar a água, e a interpretação mais fácil dos resultados uma vez 
que os graus de liberdade de água estão ausentes. Para alem disto, o protocolo ASM 
foi optimizado para a utilização de uma única trajetória MD do sistema em solvente 
implícito. De salientar que a simulação MD em solvente implícito para o complexo 
VEGF:FLT1 é 4,2 vezes mais rápida do que a simulação MD em solvente explícito, no 
nosso cluster. O protocolo ASM em solvente implícito tem sido usado com sucesso no 
estudo de vários sistemas biológicos, nomeadamente no estudo do complexo FTase 
apresentado no capítulo anterior e em tantos outros complexos.387-389, 433, 436, 438. Além 
disso estudos feitos anteriormente que comparam os resultados de ASM em implícito 
com dados experimentais têm tido um sucesso global de 82% na identificação de hot-
spots e um erro médio de cerca de 0,8 kcal/mol.25 No complexo VEGF:FLT1, mais 
uma vez, fica provado que o solvente implcito permite resultados mais precisos. 
No subcapítulo seguinte é analisada a precisão e exatidão do método de Integração 
Termodinâmica.  
 
7.3.3. Método de Integração Termodinâmica  
  
Na Tabela 26 são apresentados os valores de ΔΔGbind  obtidos com TI, o respetivo 
desvio padrão e a comparação com os valores experimentais. Mais uma vez para 
tornar a tabela mais simples é usado ΔΔG em vez de ΔΔGbind . 
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Tabela 26 – Valores de ΔΔGbind  obtidos com o método de Integração Termodinâmica, respetivo desvio padrão e 
comparação com os valores de ΔΔGbind  experimentais. Todos os valores em kcal / mol.  
Mutação ΔΔGexp 
kcal/mol 
ΔΔGTI kcal/mol SD |ΔΔGTI-
ΔΔGexp| 
Lys16αAla 0,35 1,28 0,74 0.93 
Tyr21αAla 2,85 2,55 0,48 0.30 
Leu66αAla 2,28 2,45 0,45 0.17 
Ile46βAla 0,82 -0,23 0,45 1.05 
His86βAla 0,00 0,09 0,51 0.09 
Média - <0,53> 0,51 
Máximo - <0,74> 1,05 
ΔΔGexp é o ΔΔGbind  experimental; ΔΔG TI é o ΔΔGbind  obtido com TI, SD é o desvio-padrão; |ΔΔGTI-ΔΔGexp| é o módulo 
da diferença entre o valor teórico e o experimental.  
 
Os ΔΔGbind  obtidos para os resíduos Tir21α, Leu66α e His86 β são muito próximos do 
valor experimental com diferenças de 0,30 kcal/mol, 0,17 kcal/mol e 0,09 kcal/mol, 
respetivamente. Relativamente ao valor experimental, as maiores diferenças foram 
obtidas para os resíduos Ile46β e Lys16α com desvios de 1,05 kcal/mol e 0,93 
kcal/mol, respetivamente. Para melhorar os resultados obtidos com TI poderiam ter 
sido acrescentadas mais simulações MD para diferentes valores de lambda, (este é 
um dos pontos fortes de TI, é possível refinar o resultado, acrescentando mais 
lambdas sem ter que refazer os cálculos iniciais), poderia ter sido usado mais tempo 
de produção, (para melhor convergência e mais completa amostragem 
conformacional), ou ainda poderiam ter sido usados esquemas de integração númerica 
mais sofisticados, (utilizou-se a regra do trapézio para integrar numericamente). No 
entanto, estas melhorias levariam a um aumento do tempo de computação e o atual 
protocolo já demora mais de 15 dias, numa máquina de 8 processadores, no nosso 
cluster de computadores, para apenas a mutação de um resíduo.  
  
7.3.4. ASM vs TI  
 
O TI é o método computacional mais preciso e exato para calcular energias de ligação. 
(A Perturbação de energia livre, FEP, é igualmente eficiente, a principal diferença diz 
respeito à fórmula utilizada para avaliar a energia livre). Na última década, o método 
computacional ASM baseado no MM-PBSA tem provado fornecer resultados 
particularmente exatos, precisos e confáveis. A principal questão a que se tenta 
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responder neste estudo é “Quão competitivo, em termos de exatidão e tempo 
computacional, é o protocolo ASM computacional em relação a TI no cálculo de 
diferenças de energia de ligação para a mutação de um resíduo da interface por uma 
alanina?” Para responder a isto são comparados os resultados dos dois métodos na  
Tabela 27. 
 
Tabela 27 - TI vs ASM no estudo dos resíduos da interface VEGF:FLT1 
Mutação  ΔΔGexp  TI  MM-PBSA  
Solvente Implícito  
MD  
ΔΔG  SD  | ΔΔGTI-
ΔΔGexp|  
ΔΔG  SD  | ΔΔGMMPBSA-ΔΔGexp |  
Lys16αAla 0,35  1,28  0,74  0,93  0,03  0,74  0,32  
Tyr21αAla 2,85  2,55  0,48  0,30  2,14  1,02  0,71  
Leu66αAla 2,28  2,45  0,45  0,17  1,37  1,15  0,91  
Ile46βAla 0,82  -0,23  0.4 5  1,05 0,02  1,20  0,80  
His86βAla 0,00  0,09  0,51  0,09  0,06  0,82  0,06  
Média    -  0,53  0,51    -  0,99  0,56  
Máximo    -  0,74  1,05    -  1,20  0,91  
ΔΔG é o ΔΔGbind ; ΔΔGTI é o ΔΔGbind  obtido com TI, SD é o desvio-padrão; ΔΔGexp é o ΔΔGbind  experimental; 
ΔΔGMMPBSA é o ΔΔGbind  obtido com MM-PBSA, |ΔΔGTI-ΔΔGexp| é o módulo da diferença entre o valor teórico obtido com 
TI e o experimental, |ΔΔGMMPBSA-ΔΔGexp| é o módulo da diferença entre o valor teórico obtido com MM-PBSA e o 
experimental. 
 
A partir da Tabela 27 é possível concluir ambos os resultados são capazes de 
antecipar a mutagenese experimental. Se se considerar um desvio em relação ao 
valor experimental de ± 1 kcal/mol como um resultado preciso, verifica-se que o MM-
PBSA foi sempre bem sucedido na determinação de ΔΔGbind  e TI falhou ligeiramente 
num caso, para a Ile46β, com um desvio em relação ao valor experimental de 1,05 
kcal/mol. Ainda relativamente ao valor experimental, |ΔΔGTI-ΔΔGexp| varia de 0,09 a 
1,05 kcal/mol e |ΔΔGMMPBSA-ΔΔGexp| varia de 0,06 a 0,91 kcal/mol. Para os resíduos 
VEGF testados a média |ΔΔGTI-ΔΔGexp| é 0,51 kcal/mol, um pouco menor que a média 
|ΔΔGMMPBSA-ΔΔGexp|, 0,56 kcal/mol. O valor de ΔΔGbind  para o resíduo carregado 
Lys16α é mais próximo do valor experimental quando obtido com o protocolo ASM. 
Com isto, conclui-se que o ASM é um método atomístico e quantitativamente exato, 
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capaz de reproduzir os valores experimentais. Os desvios padrão são mais elevados 
com ASM para todos os resíduos testados. Estas incertezas variam de 0,74 a 1,20 
kcal/mol com o método ASM e de 0 ,45 a 0,7 4 kcal/mol com o método TI. TI é, 
portanto, mais preciso, dentro dos tempos de simulação usados.  
 
Do ponto de vista metodológico existem várias diferenças entre estes dois métodos. TI 
é uma metodologia extremamente lenta que produz uma enorme quantidade de dados 
e ficheiros intermediários que necessitam de ser analisados. Por outro lado, ASM 
produz muito menos dados, é uma metodologia muito mais rápida e tecnicamente 
mais fácil. Estas diferenças são particularmente relevantes quando as interfaces são 
grandes. O tempo computacional exigido pelo método TI cresce linearmente com o 
número de mutações. Com este método ASM é possível calcular rápida e facilmente 
valores de ΔΔGbind   para vários resíduos partindo de uma única dinâmica em solvente 
implícito e usando o Plug-in do VMD, consumindo o mesmo tempo de computação de 
uma mutação com TI.  
 
7.4. CONCLUSÕES  
 
Neste estudo, calcularam-se diferenças de energia de ligação, ΔΔGbind  , para mutações 
por alaninas de cinco resíduos críticos de uma interface proteína:proteína para os 
quais existem valores experimentais, recorrendo aos métodos ASM computacional e 
TI. Apesar do número de mutações testado ter sido relativamente pequeno, envolve 
mutações diversas, representativas em termos de tipo de aminoácido e de gama de 
valores de ΔΔGbind . Globalmente, os resultados mostram que o método ASM 
computacional, mais rápido e tecnicamente mais fácil, é capaz de reproduzir valores 
de mutagenese experimental com elevada exatidão, tão exatos quanto TI, e o seu uso 
é muito apelativo no estudo sistemático de interfaces proteína:proteína. Naturalmente, 
a Integração Termodinâmica tem uma gama mais ampla de aplicação, no sentido em 
que pode ser aplicada no estudo de outras mutações, não só mutagenese por alaninas 
e em aplicações mais gerais, mas com custo computacional associado muito alto. 438 
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Capítulo 8 
Comentários 
Finais e 
Perspetivas 
Futuras 
“Let me tell you the secret that 
has led me to my goal. My 
strength lies solely in my 
tenacity.” 
            …..            Louis Pasteur 
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No primeiro trabalho apresentado nesta tese, intitulado “Estudos com Aminoácidos”, é 
feita uma avaliação das capacidades e limitações dos métodos DFT na caraterização 
dos estados de protonação de aminoácidos e de transferências de protões entre 
diferentes aminoácidos. Esta avaliação será muito útil para trabalhos futuros, 
nomeadamente para estudos de reatividade química em enzimas, nos quais as 
transferências de protões desempenham um papel importante. Analisando os 
resultados de benchmarking DFT, concluímos que os funcionais M06-2X, MPW1B95, 
XYG3 e B1B95 são os mais adequados para prever pKas de aminoácidos e 
transferências de protões entre aminoácidos. M06-2X é um funcional particularmente 
atrativo, uma vez que tem sido demonstrado ser muito bom no cálculo de interações 
intermoleculares, propriedades cinéticas e termodinâmicas (propriedades que são 
fundamentais para a maior parte dos estudos de reatividade em sistemas biológicos).  
 
Depois deste estudo, são apresentados estudos de inibição com as enzimas, PR do 
HIV-1, RNR e FTase. Estes estudos inserem-se no campo de tratamento de patologias 
tão graves como o cancro e a SIDA.  
 
A enzima em estudo, Protease do HIV-1, é uma enzima complexa e essencial para a 
replicação do HIV-1. No trabalho apresentado, tendo por base um grande número de 
estudos experimentais e teóricos, já feitos com esta enzima, foi explorado o 
reconhecimento do substrato pela PR do HIV-1. Recorrendo aos método 
computacionais TI e MM-PBSA, mostrou-se quantitativamente que algumas 
sequências da poliproteína Gag-Pol que não são clivadas, não-substratos, têm uma 
maior afinidade para o centro ativo da PR do HIV-1 do que um substrato, ou seja, o 
reconhecimento não é regido pela afinidade para o centro ativo. Tendo por base os 
dados experimentais e teóricos disponíveis bem como os nossos resultados, foi 
proposta uma nova e consistente teoria em que a geometria de complexação proteína-
proteína PR:Pr55Gag e PR:Pr160Gag-Pol é a base para o reconhecimento do substrato 
pela PR do HIV-1. As presentes descobertas indicam que as interfaces PR:Gag e 
PR:Gag-Pol são alvos a explorar na terapia antiHIV-1. São também indicadores para a 
descoberta e desenvolvimento de uma nova classe de fármacos antiHIV-1, ou seja, 
moléculas que se liguem aos locais de reconhecimento do complexo multiproteico. 
 
A enzima em estudo, RNR, é uma enzima chave na biossíntese de 
desoxirribonucleótidos e a sua inibição poderá induzir facilmente a morte celular, 
sendo por isso um alvo ótimo para o tratamento de doenças como o cancro. Nesta 
tese, está compilado todo o conhecimento existente, até 2010, sobre os mecanismos 
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de inibição da RNR por análogos do substrato. Esta compilação permitiu-nos agrupar 
os análogos do substrato em três classes principais e concluir que a eficácia dos 
análogos do substrato está relacionada com uma inibição eficiente da proteína R1, 
desde que a inibição seja independente da presença de espécies redutoras. Dos 
inibidores enunciados, os das classes 2 e 3 são os mais promissores. Esta compilação 
serviu também de alicerce para desvendar o mecanismo de inibição da RNR pelo 
análogo do substrato CH2dCDP, um composto com propriedades de inativação 
peculiares, (distintas das observadas noutros mecanismos de inibição por análogos do 
substrato, substituídos na posição 2' da ribose). Para desvendar o mecanismo de 
inibição foi explorada a superfície de energia potencial usando dois modelos diferentes 
do sistema em estudo com diferentes objetivos. Para explorar convenientemente o 
espaço reaccional, ou seja, para estudar as possíveis reações entre o CH2dCDP e a 
RNR foi usado um modelo pequeno, que representa o centro ativo da RNR e o inibidor 
CH2dCDP, com DFT. Para fornecer informações adicionais e contabilizar de forma 
eficiente as interações de longo alcance RNR-CH2dCDP e a tensão estereoquímica 
imposta pela proteína foram realizados cálculos teóricos nas reações usando cálculos 
híbridos QM/MM num modelo maior. Os resultados obtidos permitiram-nos 
compreender o mecanismo para a inativação da RNR pelo CH2dCDP e a espécie de 
furanona formada explica as desigualdades observadas relativamente a outros 
mecanismos de inibição por análogos do substrato. As informações relativas à RNR 
poderão ser usadas para estudar mecanismos de inibição desconhecidos, 
potencializar a atividade dos análogos do substrato e desenhar inibidores mais 
específicos e mais potentes.  
 
Nesta tese foi também apresentada uma análise atomística detalhada de toda a 
interface da enzima FTase. Em particular, foi avaliada a contribuição energética de 
todos os aminoácidos da interface desta enzima heterodimérica, na tentativa de 
identificar os mais importantes e determinantes para a formação do dímero. Esta 
análise foi complementada com o estudo de todas as ligações de hidrogénio formadas 
entre as duas subunidades da FTase e da área superficial acessível ao solvente de 
todos os aminoácidos da interface, fornecendo dados importantes para o 
desenvolvimento de novos inibidores da FTase destinados a bloquear a associação 
das duas subunidades, impedindo assim a formação do dímero da FTase. Os 
resultados de ASM destacam 24 resíduos como os mais importantes para a formação 
do dímero, 13 da subunidade α e 11 da subunidade β. Destes, as mais importantes 
contribuiηυes sγo estabelecidas pelos resνduos Tir358α, Asn238α, Glu274α, Val88α, 
Tir200α, Glu246β, Arg283β e Met245β. Inibidores destinados a estabelecer ligações 
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com os resíduos identificados neste estudo como hot-spots ou warm-spots ou a 
interferir/perturbar as pontes de hidrogénio mais relevantes e persistentes observadas 
no decurso das simulações MD terão maior probabilidade de bloquear a formação do 
dímero (forma da FTase totalmente ativa). As particularidades da FTase aqui 
apresentadas devem ser tidas em conta na conceção futura de medicamentos e em 
estudos de desenvolvimento com esta enzima importante. 
 
A principal questão a que se tenta responder no último estudo apresentado é: “Quão 
competitivo, em termos de exatidão e tempo computacional, é o ASM computacional 
baseado no MM-PBSA em relação ao TI, no cálculo de diferenças de energia de 
ligação para mutações por alanina?” Para responder a isto foram comparados os 
resultados dos dois métodos usando como referência o complexo formado entre o 
dímero do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o seu recetor FLT1. O 
último estudo apresentado nesta tese, faz a comparação do método ASM 
computacional baseada no MM-PBSA com o método de TI. Este estudo permitiu 
concluir que o método ASM computacional, mais rápido e tecnicamente mais fácil, é 
capaz de reproduzir valores de mutagénese experimental com elevada exatidão, e o 
seu uso é muito apelativo no estudo sistemático de interfaces proteína:proteína. 
Naturalmente, TI tem uma gama mais ampla de aplicação, no sentido em que pode ser 
aplicado no estudo de outras mutações (não só mutagénese por alaninas) e ainda em 
muitas outras aplicações mais gerais, mas com custo computacional associado muito 
elevado.  
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Uma parte importante das informações apresentadas nesta tese foi retirada de artigos 
publicados ao longo deste doutoramento. Os artigos ficam aqui anexados, ordenados 
por data de publicação.  
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